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RESUMEN

El objetivo fue evaluar mediante ensayos biologicos “in vivo” en ratones Mus musculus, la
actividad antiinflamatoria del extracto diclorometano-metanol de Aristeguietia glutinosa
(AGDCMM). La Aristeguietia glutinosa de nombre comdn Matico, el uso tradicional le otorga a
las hojas propiedades propias como: cicatrizante, antiséptico, antiinflamatorio, expectorante,
antitusigeno, antibacteriana y antifungica. Una vez recolectado el material vegetal se seco y
triturd. Para obtener los extractos, las hojas trituradas se maceraron pesando 300g con etanol al
97% y 500g con hexano, al cabo de 48 horas se refrigerd y filtro, posteriormente se concentrd en
un rotovapor al vacio bajo condiciones controladas a una temperatura de 40°C para obtener los
extractos concentrados, finalmente se utilizo el residuo de material vegetal del extracto hexanico,
colocando diclorometano-metanol (1:1) y repitiendo el proceso anterior para obtener un extracto
concentrado. Los flavonoides totales fueron medidos espectrofotométricamente a través del
método del Tricloruro de Aluminio, obteniendo los siguientes resultados: 16.69 + 0.031 mg
EQ/10mg del extracto diclorometano-metanol, 12.74 + 0.045 mg EQ/10mg extracto del extracto
etandlico y 12.10 + 0.027 mg EQ/10mg del extracto hexanico de Aristeguietia glutinosa. La
determinacion de fenoles se realiz6 por el método de Folin-Ciocalteu dando como resultados los
siguientes valores: 37.82 = 0.007 mg EAG/10mg del extracto diclorometano-metanol,
extracto16.80 + 0.002 mg EAG/10mg del extracto etandlico y 8.98 + 0.009 mg EAG/10mg del
extracto hexanico de Aristeguietia glutinosa. El ensayo de actividad antiinflamatoria se llev6 a
cabo por los métodos de edema plantar y air pouch utilizando carragenina como agente irritante.
Como resultado se evidencia que, en ambos métodos, el extracto de AGDCMM produce una
reduccidn de la inflamacién observandose un efecto mayor en ratones tratados a la concentracion
de 30mg/kg. Como conclusion podemos indicar que al menos una de las propiedades benéficas
tradicionalmente atribuidas a Aristeguietia glutinosa (matico) fue comprobada cientificamente, la

cual puede deberse a la concentracidn alta de flavonoides y fenoles que posee.

Palabras Clave: <BIOQUIMICA>, <FARMACIA>, <MATICO (Aristeguietia glutinosa)>,
<DICLOROMETANO>, <EXTRACTO FITOQUIMICOS>, <FITOMEDICAMENTO>,
<ANTIINFLAMATORIO>, <EDEMA PLANTAR>, <DICLOFENACO>.
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SUMMARY

The objective was to evaluate by biological tests "in vivo", in Mus musculus mice, the anti-
inflammatory activity of the dichloromethane-methanol extract of Aristeguietia glutinosa
(AGDCMMMM). Aristeguietia glutinosa whose common name is Matico, the traditional use
gives the leaves their own properties such as: healing, antiseptic, anti-inflammatory, expectorant,
antitussive, antibacterial and anti fungal. Once collected the plant material was dried and crushed.
To obtain the extracts, the crushed leaves were macerated weighing 300g with 97% ethanol and
500g with hexane, after 48 hours it was refrigerated and filtered, then it was concentrated in a
vacuum rotary evaporator under controlled conditions at a temperature of 40 ° C to obtain the
concentrated extracts, the plant material residue of the hexane extract was finally used, placing
dichloromethane-methanol (1: 1) and repeating the above process to obtain a concentrated extract.
Total flavonoids were measured spectrophotometrically through the Aluminum Trichloride
method, obtaining the following results: 16.69 + 0.031 mg EQ / 10mg of dichloromethane-
methanol extract, 12.74 + 0.045 mg EQ / 10mg extract, of ethanolic extract and 12.10 £ 0.027 mg
EQ / 10mg of the hexane extract of Aristeguietia glutinosa. The phenols were determined by the
Folin-Ciocalteu method, resulting in the following values: 37.82 + 0.007 mg EAG / 10mg of
dichloromethane-methanol extract, extract 16.80 £ 0.002 mg EAG / 10mg of ethanol extract and
8.98 + 0.009 mg EAG / 10mg of the hexane extract of Aristeguietia glutinosa. The anti-
inflammatory activity test was carried out by the plantar edema and air pouch methods using
carrageenan as an irritant. As a result, it is evident that in both methods, the AGDCMMMM extract
produces a reduction in inflammation, observing a greater effect in treated mice at a concentration
of 30mg / kg. In conclusion, it can be indicated that at least one of the beneficial properties
traditionally attributed to Aristeguietia glutinosa (matico) was scientifically proven, which may

be due to the high concentration of flavonoids and phenols that it possesses.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <PHARMACY>, <MATICO (Aristeguietia glutinosa)>,
<DICLOROMETHANE>, <PHYTOCHEMICAL EXTRACT>, < PHYTOMEDICAMENT >,
<ANTIINFLAMATORY>, <PLANTAR EDEME>, < DICLOFENAC>.
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INTRODUCCION

En todo el mundo, las plantas medicinales son necesarias para el ser humano. Se conoce que
existen suficientes evidencias cientificas que justifican la utilizacion medicinal de las plantas

como una alternativa terapéutica eficaz y eficiente (Cruz Suarez 2007, p. 10).

Los metabolitos son compuestos y sustancias quimicas que actlan en curso del acrecentamiento
de las plantas y se dividen en metabolitos: primarios y secundarios; los metabolitos primarios son
necesarios en el curso del desarrollo y propagacion de la planta formando parte de ellos los
carbohidratos, proteinas y &cidos nucleicos, mientras los metabolitos secundarios siendo
sustancias organicas tienen la cabida de no interponerse en su crecimiento a la respuesta ante
estimulos del entorno de las plantas las cuales no se puede apreciar totalmente en el procedimiento
de respiracion, asimilacion y transporte. En los metabolitos secundarios se deben dictaminar dosis

adecuadas para no causar un efecto adverso al ser vivo (Garcia et al.,2016)

La Organizacion Mundial de la Salud reconoce la importancia de las terapias tradicionales y su
alcance en el ambito mundial, también ha creado una Oficina de medicinas tradicionales, a pesar
de esto, el uso de las plantas medicinales sigue siendo muy poco reglamentado en términos
generales en todos los paises. Por esa razon es necesario que los consumidores dispongan de
informacién contrastada que les permitan acceder a productos eficaces, seguros y de calidad.
Precisamente, la Organizacion Mundial de la Salud ha publicado una serie de directrices
destinadas a las autoridades sanitarias de los diferentes Estados, basadas en pruebas y experiencias
realizadas en un centenar de paises durante el afio 2004, con el fin de establecer informacion fiable
y adaptable a contextos especificos relativos al uso de las medicinas alternativas. Como reconoce
esta organizacion, la atencion primaria de salud de aproximadamente un 80% de la poblacién de
los paises en desarrollo se basa en la terapia tradicional. En distinta proporcién y con diferente
filosofia, en los paises desarrollados muchas personas recurren a diversos tipos de tratamientos

naturales porque consideran que «natural» es sindnimo de inocuo (Hori y Sakajiri 2007, p. 15)

La Aristeguietia glutinosa, es nativa de la region Sierra del Ecuador que crece al borde de
caminos, entre los matorrales cordilleranos y plantaciones en la regién interandinas del pais, entre
3000 a 3700 m sobre el nivel del mar, ademas se encuentra en los bosques montafiosos himedos

tropicales o subtropicales de gran altitud, la cual estd amenazada por la pérdida de habitat.



La planta esta compuesta en gran medida por un componente activo llamado tanino, al cual se le
atribuyen propiedades cicatrizantes; también posee cumarinas, flavonoides, esteroides, alcaloides,

saponinas y fenoles; que son compuestos que le otorgan sus bondades antiinflamatorias (Ayala y
Véasquez 2013, p. 14).

Se ha comprobado la relacion existente entre las enfermedades inflamatorias y el estrés oxidativo,
es conocida la relacion existente entre las especies reactivas del oxigeno y el nitrégeno que
provocan estrés oxidativo como las enfermedades inflamatorias; por lo que extractos de plantas
que presentan sustancias como flavonoides, polifenoles, tocoferoles entre otros metabolitos
secundarios con capacidad antioxidante, en muchas ocasiones presentan efecto antiinflamatorio

(Garcia Bacallao et al. 2001, p. 214-215).

Los metabolitos secundarios de las plantas han proporcionado una fuente importante de
medicamentos desde la antigliedad y ahora alrededor de la mitad de los medicamentos practicos
utilizados se derivan de fuentes naturales. de estos componentes herbales se recetan ampliamente

para el tratamiento de afecciones antiinflamatorias (Mohammed et al., 2014).



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

. Evaluar la actividad antiinflamatoria de Aristeguietia glutinosa en ratones Mus musculus.

Obijetivos Especificos

. Identificar los metabolitos secundarios presentes en las hojas de Aristeguietia glutinosa
mediante tamizaje fitoquimico.

. Determinar la presencia de fenoles y flavonoides totales en los extractos de Aristeguietia
glutinosa, mediante ensayos colorimétricos.

. Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto de Aristeguietia glutinosa a diferentes
concentraciones en ratones Mus musculus con inflamacion inducida, mediante la técnica

de carragenina y airpounch.



CAPITULO I:

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Inflamacién

Para Bordés Gonzdlez y otros “la inflamacion es un proceso tisular constituido por una serie de
fendmenos moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas,

quimicas o biologicas” (Bordés Gonzélez et al., 1994, p. 1)

En el figura 1-1, se muestra los diferentes escenarios de la inflamacién dependiendo de la causa
que lo haya desencadenado, y aunque en un inicio representa un proceso universal e inespecifico
al final puede conseguir resultados determinados por esas causas.

Desencadenante mbaccién Lesion Estrés o disfuncién
inflamatorio tisular celular
v
INFLAMACION
v
Propésito Defensa del organismo Respuesta de Adaptacion al estrés y retorna
fisiologico contra la infeccién reparacion tisular al estado homeostatico
Consecuencias  Autoinmunidad, lesion Fibrosis, metaplasia y/o Dishomeostasis (UPR) y/o
fisiopatologicas inflamatoria tisular, sepsis, tumorogénesis enf. autoinflamatorias
SIRS

Figura 2-1: Proceso tisular de la inflamacién
Fuente: (Garcia Barreno, 2008, p. 91).

Para Vega Robledo existen agentes causales exdgenos de la inflamacion que son los siguientes:
(Vega Robledo, 2008, p. 220)
e Biol6gicos: Bacterias, virus, hongos, parasitos.



e Quimicos: Se deben considerar, ademas de los productos industriales y los consabidos acidos
y éalcalis, sustancias que, por ser de uso comun o cotidiano, pasan desapercibidas como
generadoras de procesos inflamatorios, por lo que en este rubro se incluyen:

o Articulos de uso personal: desodorantes, lociones, tintes, cosméticos, etcétera.

o Articulos de uso doméstico: detergentes, pegamentos, halogenados o causticos en aerosol,
desinfectantes, insecticidas, aromatizantes.

o Productos alimenticios. Elementos utilizados en la conservacion, el procesamiento y la
industrializacién de bebidas y alimentos (sustitutos artificiales, saborizantes, colorantes,
acidos, quelantes, conservadores).

o Medicamentos. La automedicacion, asi como la polifarmacia y la falta de cuidado por
parte del médico que, en ocasiones, se olvida de indicar al paciente medidas que
contrarresten los efectos nocivos de algunos farmacos p.ej. administracion de protectores
de la mucosa géstrica.

o Alcohol, tabaco y contaminantes ambientales.

e Fisicos: Principalmente los relacionados con traumatismos, cirugias, quemaduras y

radiaciones.

En lo que se refiere a los signos caracteristicos de una inflamacién se pueden mencionar los

siguientes:

e EIl calor o aumento local de la temperatura secundario a vasodilatacion, y aumento de
consumo local de oxigeno.

e El rubor que es producido por el aumento de irrigacion en la zona afectada, y por el
incremento del flujo sanguineo

e El dolor que es provocado por la distension de los tejidos y liberacion de prostaglandinas
como mediadores quimicos.

e El edema que es el resultado del aumento de la permeabilidad capilar y consiguiente sufusion

de liquido en el tejido intersticial.
A estos signos “Rudolf Virchow, médico aleman, les sumé un quinto signo clinico, functiolaesa,
que es la pérdida de funcionalidad, resultante de la limitacion a la que conduce la conjugacion de
los cuatro signos ya mencionados” (Villalba Herrera, 2014, p. 2262).

1.1.1. Fases de la Inflamacién

Las fases de la inflamacion para Bordés Gonzalez se distribuyen en cinco etapas que son:



1- Liberacion de mediadores: Son moléculas que poseen estructura fundamental y una gran parte
son sintetizadas o liberadas por el mastocito bajo la intervencion de definidos estimulos.

2- Efecto de los mediadores: Estas moléculas al estar libres, ocasionan modificaciones vasculares
y alteraciones quimiotécticos que benefician la aparicion de células y moléculas invulnerables al
foco inflamatorio.

3- Llegada de células y moléculas invulnerables al foco inflamatorio: Proceden en gran parte del
flujo sanguineo, pero también de las zonas circundantes al foco.

4- Regulacion del proceso inflamatorio: Como la mayor parte de las respuestas inmunes, el
fendmeno inflamatorio también componen sucesiones de mecanismos inhibidores propensos a
finalizar o balancear en este proceso.

5- Reparacion: fase constituida por fenémenos que van a especificar la restauracion parcial o en
la totalidad de los tejidos afectados por el agente atacante o por la respuesta inflamatoria (Bordés
Gonzélez et al., 1994, p. 9).

1.1.2. Clasificacién de la Inflamacién

La inflamacion se clasifica por: (Paredes Atachao y Solano Manya, 2015, pp. 11-13)
e Durabilidad:

— Agudas: El agente agresor aparece de forma répida, donde desata mediadores de
proteccién del organismo por un tiempo corto en la zona de lesion iniciando
inmediatamente.

— Cronicas: se produce dafio tisular, inflamacién diligente y un reiterado intento de

reconstitucion por medio de un proceso extenso.

e Caréacter del exudado:
— Transudado: es la existencia de bajo volumen proteico en el liquido extravascular, siendo
producto de una modificacion leve en la permeabilidad vascular.
— Exudado: es la aparicion del elevado volumen proteico en el liquido inflamatorio

extravascular y denotando alta absorcion en los vasos sanguineos.

e Lacetiologia:
— Infecciosas: causados por bacterias, virus, parésitos o por toxinas microbianas.
— Trauméticas: ocurre en los esguinces o higromas evidenciados atreves de golpes intensos
con evidencia inmediata o tardia.
— Térmicas: resultan a efecto de las quemaduras a causas de calor o congelamiento.
— lrradiaciones.

— Por exposicidn a agentes quimicos ambientales:



* Necrosis tisular.
* Presencia de cuerpos extrafios como astillas.
* Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad, a alérgenos comunes o procesos

colagenopaticos.

e Caracteristicas morfolégicas:

— Serosa: es de bajo volumen proteico causado por el almacenamiento de liquido tisular.

— Fibrinosa: se evidencia elevado volumen de fibrindgeno, debido a la presencia de
exudado.

— Purulenta: consta de leucocitos y células necroticas reconocidos por la produccion de
exudados purulentos.

— Abscesos: Presenta necrosis licuefactiva en el tejido inflamatorio supurante acompafiado.

— Ulceras: Producidas por esfacelamiento de tejido necrético inflamado.

e Localizacion:
— Focales: proviene del sufijo —itis, son producidas en 6rganos y zonas definidas. Se
evidencia en procesos como: faringitis, otitis, laringitis, conjuntivitis, peritonitis.
— Diseminados: resultado de la proliferacién de las fasesto inflamatorios persistentes,

evidenciando por via canalicular, fistulizacién o metastasis (Culqui, 2017).

1.2.Biodiversidad del Ecuador

Para el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, la biodiversidad constituye toda la variedad de
seres vivos que existen en la Tierra y los efectos naturales que durante millones de afios han
evolucionado las especies, tanto en la fauna como en la flora. La biodiversidad es consecuencia
de varios procesos naturales como las actividades de las sociedades humanas, que abarca desde

la variedad de ecosistemas hasta las diferencias genéticas dentro de una especie (Bravo Velasquez,
2014, p. 1).

Ecuador es uno de los paises con mayor biodiversidad a nivel mundial, por lo que muchos lo han
considerado como un pais megadiverso. Nuestro pais es rico en distintas formas de vida y de
ecosistemas, pues de la biodiversidad depende la alimentacion, la medicina, la provision de bienes

para la construccion, para la artesania y para cubrir muchas necesidades de las poblaciones locales
(Bravo Velasquez 2014).

Cuando se habla de biodiversidad también se refiere a las plantas y concretamente a las

medicinales, que son las que nos ayudan principalmente en el campo de la medicina.



1.2.1. Plantas medicinales

Segun el autor Fretes, las plantas segln los efectos que éstas tienen sobre la salud humana se

clasifican en: (Fretes, 2010, p. 7)

e Plantas medicinales: Son aquellos vegetales que elaboran unos metabolitos secundarios,
llamados principios activos, sustancias que ejercen una accién farmacoldgica, beneficiosa o
perjudicial, sobre el organismo vivo. Su utilidad primordial, a veces especifica, es servir como
droga o medicamento que alivie las enfermedades o restablezca la salud perdida. Constituyen
aproximadamente la séptima parte de las especies existentes.

¢ Planta oficinal: Es la que por sus propiedades farmacoldgicas esta recogida en la farmacopea
0 que forma parte de un medicamento preparado conforme a las reglas de aquella.

e Plantas aromaticas: Son aquellas plantas medicinales cuyos principios activos estan
constituidos, total o parcialmente, por esencias. Representan alrededor de un 0,7% del total
de las plantas medicinales.

¢ Plantas condimentarias o especias: EXiste un cierto nimero de plantas aromaticas, por tanto,
medicinales, que el hombre utiliza por sus caracteristicas organolépticas, que comunican a
los alimentos y bebidas ciertos aromas, colores y sabores, que los hacen mas apetitosos, gratos
y sabrosos al olfato, vista y paladar.

Concretamente se refiere a las plantas medicinales, que son las mas utilizadas y por las cuales se
realiza esta investigacion. Por ello se remonta al largo de la historia para conocer su utilidad y

beneficios.

La historia de la humanidad siempre ha estado ligada a las plantas medicinales, de hecho, antes
de descubrir el fuego y domesticar a los animales, la subsistencia de las personas dependia mucho
de las plantas, frutas y jugos que se extraian de las hierbas. Posteriormente, con el sedentarismo
del hombre, aparece la agricultura y se cultivan plantas que servian de alimento; pero fueron los
griegos quienes usaron las plantas en la medicina. El siglo XVII marcé el apogeo de las plantas
medicinales y aromaticas, que hasta entonces se emplearon de manera limitada como medicina;
su nimero habia aumentado, pues aparecieron otras como la manigueta de Guinnea y el anis

estrellado de China. A finales del siglo XVIII, su valor principal era el curativo (Fretes 2010).

En la actualidad se estima que alrededor del 80% de la poblacién mundial recurre a la medicina
tradicional herbolaria para la atencion primaria de la salud, pues es de conocimiento general que
las plantas medicinales constituyen un mercado cada vez mas promisorio para los paises

Iberoamericanos, en parte por el surgimiento en el ambito mundial del consumo verde, que



reconoce la unidad del hombre con la naturaleza y busca fuentes terapéuticas en ésta; y, en gran

medida por la necesidad creciente de recuperar nuestras raices, nuestra cultura y nuestra identidad.

Es importante definir lo que es planta medicinal y para el autor Cruz Suarez significa “cualquier
planta que en una o mas de sus partes (hojas, flores, corteza, raiz, etc) contiene sustancias que la

hacen Util para mejorar la salud de las personas 0 animales” (Cruz Suérez, 2007, p. 26).

1.2.1.1. Plantas con actividad antiinflamatoria

Las plantas medicinales que tienen actividad antiinflamatoria ayudan a prevenir o reducir las
inflamaciones de los tejidos, puesto que poseen propiedades que ayudan a reducir el dolor y la
zona afectada. Para ello, las plantas medicinales antiinflamatorias son la forma més natural que
tenemos las personas a nuestra disposicion para aliviar estas afecciones (Cruz Suérez 2007). La
mayoria de las plantas medicinales se aplican en la zona afectada mediante una infusion con agua

hirviendo o también se puede aplicar a manera de emplasto.

Una de las principales ventajas que tienen las plantas antiinflamatorias, es que poseen una
diversidad de compuestos, por lo que se puede decir que su efecto es mas de tipo fisioldgico,
debido a sus componentes activos que intervienen en reducir la inflamacion y aumentan los genes

antioxidantes para estimular las defensas naturales del organismo.

Para Garcia Bacallao y otros, las plantas antiinflamatorias mas comunes son: Harpagofito,
Cuarcuma, Alfalfa, Jengibre, Verbena, Arnica, Ulmaria, Laurel, Arandano, Borraja, Castafio de
indias, Milenrama, Aciano, Romero, Ufia de Gato, Orégano, Tomillo, Albahaca, etc. También
hay otras plantas que se utilizan para el mismo propdsito como: Manzanilla, Limén, Rabano,

Sébila, Hierbabuena, Romero, Ajo, Pifia, Linaza, Ortiga, Lima, Cardamomo (Garcia-Bacallao et al.,
2001)

1.2.1.2. Metabolitos secundarios con propiedades antiinflamatorias

Las plantas medicinales poseen una gran cantidad de metabolitos secundarios como: fenoles,

flavonoides y fitoesteroles.

e Fenoles. - En el reino vegetal hay una amplia gama de metabolitos secundarios que poseen
nucleos fenolicos, sin embargo, en este epigrafe se haré referencia a los fenoles sencillos, los
cuales suelen encontrarse en forma de glicosidos. Dentro de las estructuras mas

representativas estan: pirogalol, eugenol y los &cidos cafeicos, cumérico, ferulico,



clorogénico, siringico, vainillinico, gentisico y protoocatequinico. (Fernandez Urquiza y Torres
Fuentes, 2013)

Flavonoides. - Los flavonoides estan presentes en casi cualquier vegetal superior y se les
puede hallar en cualquier parte del vegetal. La mayoria de los flavonoides naturales presentan
algunos de estos 12 nucleos: flavona, flavonol, flavanona, flavanonol, isoflavona, catequina,
antocianidina, leucoantocianidina, aurona, chalcona, dehidrochalconas y neoflavonas. Los
flavonoides se encuentran comunmente en forma de glicésidos. Los principales sacéridos que
se encuentran unidos a estos metabolitos secundarios son: arabinosa, galactosa, glucosa,
ramnosa y xilosa. Los sacaridos pueden unirse a un carbono del flavonoide, y se les denomina

C-glictsidos o pueden unirse a un hidroxilo del flavonoide y se les denomina O-glicésidos
(Fernandez Urquiza y Torres Fuentes, 2013).
Fitoesteroles. - Los esteroles se encuentran en las células eucariotas, pero en las procariotas

estan ausentes. Tanto el reino animal como el vegetal producen esteroles, los cuales participan
en la formacién de las membranas. Bajo el nombre de fitoesteroles se agrupan los esteroles
de origen vegetal los cuales pueden encontrarse en forma libre o eterificada. Aunque muy
parecidos al colesterol en su estructura se diferencian de este en el grado de instauracién y en
la configuracion de la cadena lateral. Se han identificado mas de 40 fitoesteroles, los mas

abundantes son f3 sitosterol, estigmasterol y campesterol (Fernandez Urquizay Torres Fuentes, 2013).

1.2.2. Aristeguietia glutinosa (Matico)

Esta planta silvestre crece en muchos lugares de la sierra ecuatoriana y solamente el 5% de la

poblacién aprovecha sus beneficios medicinales debido al desconocimiento, falta de costumbre y

escepticismo (Bustamante Delgado et al., 2015).

1.2.2.1. Aspectos Taxonémicos

Reino : Plantae
Division Angiospermae
Clase : Magnoliopsida
Orden : Piperales
Familia Piperaceae
Género : Piper

Especie P. adecum

N. comin : Matico, Hierba del Soldado, Chuzalongo, Matigo, Micla, Melga



1.2.2.2. Descripcion boténica

Para (Bustamante Delgado et al., 2015) la descripcion botanica de la Aristeguietia glutinosa es la

siguiente:

e Son unos arbustos perennes, normalmente de unos 2 a 4 metros de alto.

e Sus ramas son de color verde grisaceo, su corteza es lisa con nudos hinchados.

e Sus hojas son aromaticas con corto peciolo, ovaladas, redondeadas en la base, bordes
dentados, alternadas en la rama, con un tamafo de aproximadamente 7-12 cm.

e Sus flores son pequefias, reducidas, unisexuales con una inflorescencia en espiga apretada,
forma curvada, tonalidad morada, fucsia y bréacteas marrén oscuro.

o El fruto es una pequefia drupa, de color oscuro y contiene una semilla pequefia en su interior
de color negro.

e Esta planta crece al borde los caminos, entre los matorrales y plantaciones de piretro en la

regién Interandina del Ecuador, entre 3000% 3700 m.s.n.m.

1.2.2.3. Propiedades y usos

Actualmente, el uso que se la da a esta planta es maltiple y variado, a continuacion, se enumera

los beneficios que ofrece para la salud: (Bustamante Delgado et al., 2015)

e Aliviay cura las enfermedades del tracto respiratorio (antiinflamatorio y antitusigeno)

e Dolencias gastrointestinales (diarreas agudas o crdnicas). Si se soasan 2 0 3 hojas a fuego
lento y se las frota en todo el estbmago, ayuda al empacho.

e Lainfusion de las hojas, sirven para hacer gargaras y como vulnerario (para el lavado de las
heridas externas)

e De igual manera la infusion de estas hojas mezclada con malva, se usa para los bafios de
asiento y lavados vaginales, siendo Util en los descensos de los fluidos y blanquecinos
causados por el parasito Trichomona vaginalis, teniendo en cuenta que no se los debe realizar
en los dias de menstruacion.

e Alivia las heridas provocadas por la sifilis.

e Posee propiedades astringentes, hemostéticas y vulnerarias.

e El matico posee cierta analogia de accién con la pimienta negra, la cubeta y el balsamo de
copaiba. Su accion sobre la mucosa gastrointestinal es ténica, estimulante; si se toma en

exceso puede ser irritante y produce perturbaciones digestivas.



Puesto en contacto con heridas o llagas recientes, disminuye y detiene los derrames
sanguineos y acelera la cicatrizacion.

Ejerce sobre las mucosas una accién constructiva muy favorable para curacién de flujos o
hipersecreciones crénicas.

Cura llagas y heridas de la nariz, encias.

Se aconsejado en Ulceras sencillas del estbmago y cancer de este érgano

Si se hace infusion, es til para evacuar calculos biliares.

También se usa como emoliente y protector de la piel, a manera de jab6n antiséptico.
También es usado como aromatizante, las hojas son empleadas para envolver los alimentos

gue van a cocinar a la brasa, pues provee un agradable aroma y sabor.

1.2.2.4. Fitoquimica

El componente activo mas importante del matico es el tanino, que se encuentra en una

concentracion del 5.7%, al cual se le atribuye las propiedades cicatrizantes. También contiene

iroides, flavonoides, fenilpropanoides, triterpenos, aceite esencial, y otros (Buestan Orellanay Guaraca
Merchan, 2013)

Flavonoides: Cuyo representante tipico es la escutelarena, encontrandose ademas linarina,
luteolina y 6 — hidroxiluteolina (Montes,2001).

Fenilpropanoides: Entre ellos verbascosido; que es un trisacarido, echinacdsido es un
disacarido (Montes,2001).

Triterpenos: Como friedelinol, friedelina, epifriedelanona, damirenona, dammaradienilo
(Alonso,2004).

Aceite esencial: Como sesquiterpenos (g- gurjuneno, bbisaboleno, trans-b-farneseno, b-
sesquifelandreno), parafinas de 18 — 29 carbonos, ésteres metilicos de &cidos grasos
(Alonso,2004).

Otros: De guayandlidos, eupatorina, eupatilina, estigmasterol y diterpenos (acido 15-HO-7-

labdenoico) (Alonso,2004).

1.3. Animales de Laboratorio Ratones Mus musculus

Un animal de laboratorio es criado y reproducido en determinadas condiciones, mantenido en un

entorno controlado, se lo utiliza para realizar pruebas de experimentacion cientifica que ayuden

afianzar pruebas de laboratorio para la busca de nuevas fuentes de investigacién, recogida de

datos reales que aporten dentro de un laboratorio 0 como docenciay que le sea Util al investigador

(Fuentes Paredes et al. 2008, p. 7).
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Entre los animales mas comunes que se utilizan para este fin, son: el raton, la rata, el conejo, el

perro, el mono, el hamster, etc.

1.3.1. TAXONOMIA

Clase : Mammalia
Familia : Muridae
Género : Mus

Especie: Mus musculus (Gabriela, 2012).

1.3.2. Ventajas de su uso como animal de laboratorio

El uso del ratén Mus musculus, ofrece las siguientes ventajas para los investigadores: (Fuentes
Paredes et al. 2008, pp. 7-8) (Gabriela, 2012)

¢ Debido a su pequefio tamafio, son de facil cuidado y mantenimiento

e Los costos de manutencién del raton Mus musculus, son bajos

e Tienen una cepa definida

e Poseen una diversidad de caracteristicas especificas que sirven como modelo

o Tienen facilidad de reproductibilidad

e Son de vida corta y se puede aprovechar todo su material biolégico para realizar varias

pruebas de ensayos cronicos en diferentes areas por ejemplo la farmacologia.

1.3.3. Desventajas

Entre las desventajas del uso de estos animales, se pueden mencionar los siguientes: (Fuentes Paredes
et al. 2008, pp. 7-8) (Gabriela, 2012)

¢ Dificultad en la obtencion de material bioldgico.
e Dificultad en usar la canula correcta para administrar los extractos vegetales.

¢ Dificultad de los procesos usados en el laboratorio.

1.4. Bases conceptuales

Antiinflamatoria o antiflogistica es la propiedad quimica que prevé o combate la inflamacion.
Destacan dos clases principales de antiinflamatorios: Los glucocorticoides, antiinflamatorios con

prednisolona y los antiinflamatorios sin esteroides (Lumitos 2019).
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Los esteroles son esteroides con 27 a 29 atomos de carbono, formados por una cadena lateral de
8 6 méas atomos de carbono (C) en el carbono 17 y un grupo alcohol o hidroxilo (OH) en el carbono
3. Se caracterizan por poseer el ciclo perhidrofenantreno, el cual es un nucleo policiclico complejo
que puede presentar enlaces dobles (insaturados) y ramificaciones. Estas sustancias se encuentran
en abundancia en los organismos vivos, sobre todo en animales y en algunas algas rojas. Son

solubles en los disolventes orgénicos, y poseen un elevado punto de fusion (Lumitos 2019).

El exudado en medicina un exudado es el conjunto de elementos extravasados en el proceso
inflamatorio, que se depositan en el intersticio de los tejidos o cavidades del organismo. Provoca
el edema inflamatorio, diferencidndose del transudado por la mayor riqueza de proteinas y células

(Lumitos 2019).

Los compuestos fendlicos clasificados como metabolitos secundarios de las plantas, son aquellos
productos biosintetizados en las plantas que poseen la caracteristica biolégica de ser productos
secundarios de su metabolismo, y la caracteristica quimica de contener al menos un grupo fenol
(un anillo aromético unido a al menos un grupo funcional hidroxilo) en su estructura molecular.
En general son sintetizados por una de dos vias biosintéticas: la via del &cido shikimico o la via
del acido maldnico (o por las dos, por ejemplo, los flavonoides) (Lumitos 2019).

Los fitoesteroles son compuestos naturales de origen vegetal presentes en alimentos como el

aceite de girasol y la soya (Lumitos, 2019).

Flavonoide (del latin flavus, "amarillo™) es el término genérico con que se identifica a una serie
de metabolitos secundarios de las plantas. Son sintetizados a partir de una molécula de
fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se conoce como "via biosintética de los
flavonoides", cuyo producto, la estructura base, se cicla gracias a una enzima isomerasa. La
estructura base, un esqueleto C6-C3-C6, puede sufrir posteriormente muchas modificaciones y
adiciones de grupos funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa de
compuestos, aunque todos los productos finales se caracterizan por ser polifenélicos y solubles
en agua. Los flavonoides que conservan su esqueleto pueden clasificarse, segin las
isomerizaciones y los grupos funcionales que les son adicionados, en 6 clases principales: las
chalconas, las flavonas, los flavonoles, los flavandioles, las antocianinas, y los taninos
condensados méas una séptima clase, las auronas, tenidas en cuenta por algunos autores por estar
presentes en una cantidad considerable de plantas. También el esqueleto puede sufrir
modificaciones, convirtiéndose entonces en el esqueleto de los isoflavonoides o el de los

neoflavonoides, que por lo tanto también son derivados de los flavonoides (Lumitos 2019).
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La inflamacion (del latin, inflammatio, encender, hacer fuego) es la forma de manifestarse de
muchas enfermedades. Se trata de una respuesta inespecifica frente a las agresiones del medio, y
esta generada por los agentes inflamatorios. La respuesta inflamatoria ocurre sélo en tejidos
conectivos vascularizados y surge con el fin defensivo de aislar y destruir al agente dafiino, asi
como reparar el tejido u 6rgano dafiado. La inflamacion se denomina en medicina con el sufijo -
itis (faringitis, laringitis, colitis...). El mayor problema que surge de la inflamacion es que la
defensa se dirija tanto hacia agentes dafiinos como a no dafiinos, de manera que provoque lesion

en tejidos u rganos sanos (Lumitos 2019).

Los metabolitos secundarios de las plantas se llaman metabolitos secundarios de las plantas a los
compuestos quimicos sintetizados por las plantas que cumplen funciones no esenciales en ellas,
de forma que su ausencia no es fatal para la planta, ya que no intervienen en el metabolismo
primario de las plantas. Los metabolitos secundarios de las plantas intervienen en las interacciones

ecologicas entre la planta y su ambiente (Lumitos 2019).

La necrosis (del griego: Nexpdg. Pronunciacion aproximada: nekros. Significado: muerte) es la
muerte patol6gica de un conjunto de células o de cualquier tejido del organismo, provocada por
un agente nocivo que ha provocado una lesion tan grave que no se puede reparar 0 curar CoOmo
por ejemplo el aporte insuficiente de sangre al tejido o isquemia, un traumatismo, la exposicion a
la radiacién ionizante, por la accion de sustancias quimicas o tdxicos, por una infeccion, o por el
desarrollo de una enfermedad autoinmune o de otro tipo. Una vez que se ha producido y
desarrollado la necrosis, es irreversible. Es una de las dos expresiones morfoldgicas reconocidas

de muerte celular dentro de un tejido vivo (Lumitos 2019).

Los triterpenos consisten de 6 unidades y tienen la férmula molecular C30H48. El triterpeno lineal
escualeno es el mayor constituyente del Aceite de Higado de Tiburén, es derivado de la union
reductiva de dos moléculas de farnesilpirofosfato. EI Escualeno es procesado Biosintéticamente

para generar lanosterol, el precursor estructural para todos los esteroides (Lumitos 2019)
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CAPITULO I

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.Poblacion de estudio

La poblacién corresponde a 66 ratones Mus musculus machos, en los cuales se evalu6 la actividad

antiinflamatoria por medio de los métodos de carragenina y airpounch,

2.2. Tamafio de la Muestra

El tamafio de muestra corresponde al total de la poblacidn. Se evalu6 en sesenta y seis animales
de experimentacion, separados en dos grupos con inflamacion inducida; el primer grupo por el
método de edema plantar con carragenina con tres blogues experimentales y dos bloques de
control, cada uno formado por seis unidades de experimentacion; y el segundo grupo por el
método de air pouch con tres bloques experimentales y tres bloques de control, cada uno formado
por seis unidades de experimentacion.

2.3.Lugar de la investigacion

La presente investigacion se la realiz6 en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, en la
Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia, en los laboratorios de Productos
Naturales, Analisis Instrumental, Quimica Organica y Bioterio; con la colaboracién de la
Universidad Auténoma de los Andes, a través de su laboratorio de Biologia Molecular.
2.4.Equipos, Materiales y Reactivos

2.4.1. [Equipos

Los equipos usados en la presente investigacion, fueron:

Tabla 1-2: Equipos

EQUIPOS PROCEDIMIENTOS DE USO
Espectrofotdmetro Cuantificacion de proteinas totales, fenoles y
flavonoides
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Desecador, mufla y estufa

Obtencidn de cenizas, analisis de humedad

Desecador, mufla y estufa

Obtencidn de cenizas, analisis de humedad

Balanza analitica

Determinacion de pesos

El rota vapor

Concentrar los extracto

Microscopio

Observacidn de glébulos blancos

Contador Hematologico Myndrive 5300

Contaje de glébulos blancos, rojos y plaquetas

Agitador eléctrico

Homogeneizar muestras biolégicas

Vortex

Homogeneizar muestras biolédgicas

Sonicador

Augitar las particulas de una muestra por medio

del sonido

Calibrador (Pie de Rey) automatico Rey

Medir dimensiones internas y profundidades de
objetos relativamente pequefios

Reverbero

Calentar las muestras

Centrifuga

Separar las muestras bioldgicas en fases

Bombona de oxigeno

Aplicar oxigeno puro O2 a los ratones

Triturador

Pulverizar la planta

Agitador orbital

Agitar y calentar las muestras en tubos

Espectrometro UV visible

Medir la absorbancia

Autoclave

Esterilizar materiales

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

2.4.2. Materiales

Los materiales que se usaron en la presente investigacion, son:

Tabla 2-2: Materiales

MATERIALES CANTIDAD PROCEDIMIENTOS DE USO
Fundas herméticas 4
Papel aluminio 1 Recoleccion, preparacion, triturado de
Papel de despacho 1 almacenado de la planta
Papel filtro 1
Frascos &mbar extracto 3
Balones esmerilados 3 » »
Vasos e precipitacion 3 Obtencion y concentracion de los extractos
1000ml
Tubos de ensayo de 10ml 70 Tamizaje Fitoquimico
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Pipetas pasteur

Cépsulas 2

Crisoles 2

Desecador 1

Cajas de pléstico grandes 6

Cajas de pléastico pequefias 12

Rejillas grandes 6

Rejillas pequerias 12

Tamo esterilizado 1qq

Botellas de vidrio de 250ml 12

Chuponss o Adquisicion y ambientacion de los ratones Mus
Fundas rojas 20 musculus

Escoba 1

Trapeador 1

Toallas de tela 2

Toallas de manejo 2

Marcadores permanentes 6

Balanceado de ratén 1qg

Balones de aforo de 100ml 3

Pipetas automaticas 2

Puntas azules 66

Puntas amarillas 66 )

Sl . Preparacion del vehiculo
Mortero 1

Piseta 1

Espatulas 1

Tubos eppendorf 66

Tubos falcon 66

Jeringuillas de 1ml 66 Preparacién y administracion del extracto
Canula para ratones 1

Algodon 1

Vasos de 250ml 1

Probeta 1

T 5 Generacion de la inflamacion
Jeringuilla de 5ml 108
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Jeringuilla de 3ml

66

Filtros de O2 puro de 108

0.22um

Bombona de oxigeno 1

Cémara de oxigeno 1

Rasuradoras manuales 36

Rasuradora automatica 1

Pipetas Pasteur 36

Jeringuilla de 3ml 66

Kit de diseccion 1 )
hos con EDTA 20 Toma de muestras y eutanasia de los ratones
Tubos Falcon 72

Cooler 1

Tubos de ensayo de 5ml 36

Puntas azules 36

Puntas amarillas 36 o

Camara de reubaler 5 Analisis de resultados
Cubre objeto 2

Gradillas plasticas 3

Guantes de manejo 2 cajas

Mascarillas 1 caja

Mandiles 2 Materiales de bioseguridad
Zapatones 3 cajas

Cofias 1 caja

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

2.4.3. Reactivos

Los reactivos usados en la presente investigacion son:

Tabla 3-2: Reactivos

REACTIVOS

PROCEDIMIENTOS DE USO

Hexano

Diclorometano

Metanol 97%

Etanol 97%

Obtencidn y concentracion de los extracto
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Colorante Sudéan 111

Acido clorhidrico 1%

Acido clorhidrico concentrado

Reactivo de Dragendorff

Cloruro de sodio en polvo

Solucién de Mayer

Reactivo de Wagner

Reactivo de Baljet

Hidroxamato férrico

Hidroxido de potasio 10 % en etanol

Acido clorhidrico 0.5 mol/L

Cloruro férrico 1%

Hidroxido de sodio 10% en agua

Acido picrico 1% en etanol

i Analisis Fitoquimico
Reactivo de Borntrager

Cloroformo

Amonio 5% en agua

Reactivo de Lieberman-Burchard

Anhidrido acético

Carbonato de Sodio

Fehling A

Fehling B

Tricloruro férrico 5% en solucion salina

Ninhidrina 2%

Alcohol amilico

Reactivo de Kedde

Acido 3.5 dinitrobenzoico 2% en metanol

Hidroxido de potasio 5.7% en agua

Tween 80

Cloruro de sodio 0.9% Preparacion del vehiculo

Diclofenaco sédico de 100mg

Ketamina Anestesia de biomodelos

Carragenina . ] B
Generacion de la inflamacion

Agua destilada

EDTA Toma de muestras y eutanasia de los ratones
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Eter
Tincion de Wrigth

Bradford Reagent

Nitrito de Sodio 5%.
Cloruro de Aluminio 10%.
NaOH 1M

Folin Ciocalteu

Carbonato de Sodio al 7.5%,
Agua destilada

Analisis de resultados

Acido galico

Quercetina

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

2.5.Seleccion de la planta

La seleccion de Aristeguietia glutinosa se lo realizo en base a las cualidades curativas en
especiales las antiinflamatorias; que son las que se necesitan para la presente investigacion.
Ademas, se encontré que desde la antigliedad se le ha dado multiples usos medicinales a esta

planta.

2.5.1. ldentificacion de la planta

Se indentifico

2.6. Recoleccidn de la planta

La materia vegetal de Aristeguietia glutinosa se recolectd en la Comunidad Tepeyac Alto via a
Pallatanga-Balvanera, Canton Colta, Provincia de Chimborazo; a una altura promedio de 3650
m.s.n.m. La investigacion se realizé identificando la plata en el Botanico de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo realizado por el Ing. Jorge Caranqui Msc.bajo el contrato de acceso a
recursos genéticos suscrito entre la ESPOCH y el Ministerio del Ambiente del Ecuador Nro.015-
IC-DPACH-MAE-2019-RENOVACION (Anexo A).

Latitud: 01° 47> S

Longitud: 78° 51" W
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2.7.Preparacion de la muestra

De la planta Aristeguietia glutinosa fueron seleccionadas las hojas integras, se lavaron y secaron
en la estufa a 40°C por 96 horas, se trituraron en un molino pulverizador y fueron almacenadas

en un lugar seco y sin incidencia de la luz (Anexo B).

Con el pulverizado se realizo el control de calidad del material vegetal realizado pruebas por
triplicado para obtener valores reales usando procesos fisico-quimicos para tener una droga cruda
de calidad (Miranda y Cuellar, 2000, p. 31).

2.7.1. Control de calidad de la droga cruda

2.7.1.1. Parametros fisicos

e Determinacion de la humedad

La determinacion del contenido de humedad se realiz6 utilizando un método gravimétrico que
consiste en la pérdida de masa a través del secado en una estufa. Para este ensayo se empled 5
gramos de planta seca y triturada, la misma que se situd en una capsula de porcelana previamente
tarada, que luego se introdujo en una estufa por 3 horas a una temperatura de 105 °C. Cumplido
el tiempo se retird la capsula y se sitlo en un desecador hasta Ilegar a temperatura ambiente.
Nuevamente se trasladd la capsula a la estufa por alrededor de una hora y nuevamente se colocé
en el desecador. Repitiéndose el proceso hasta alcanzar una masa constante, el porcentaje de

humedad se calculé a través de la siguiente formula (Miranda y Cuellar, 2000, p. 34-35). (Anexo C)

v = M2 =M 00
M,—M

Donde:

%H= Porcentaje de pérdida de peso por desecacion (%)
M1= masa de la capsula con la muestra desecada (g)
M2= masa de la capsula con la muestra (g)

M= masa de la capsula vacia (g)

100= factor matematico
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e Determinacion de cenizas totales

Las cenizas totales pertenecen a los minerales, después de incinerar el pulverizado de

Aristeguietia glutinosa.

Se pesaron 5g + 0.5 mg de pulverizado de Aristeguietia glutinosa en un crisol de porcelana.
Luego, se carbonizd la muestra en un reverbero y se incinerd en la mufla por un lapso de dos
horas en una temperatura de 700 °C. Se colocaré el crisol en el desecador por 2 horas y se pesa,
el proceso se repite hasta que en dos pesadas consecutivas la masa sea constante (Miranda y Cuellar,

2000, p. 32). Finalmente, el residuo final debe presentar un color blanco. (Anexo D)

Para obtener el resultado se aplicaréa la siguiente formula:

we =27 M 00
= — %
T M —M

Donde:

%C = porcentaje de cenizas totales.

M = masa del crisol vacio (g)

M:= masa del crisol con la porcion de ensayo (g)
M= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos.

e Determinacion de cenizas solubles en agua

Las cenizas solubles en agua corresponden a la parte de las cenizas totales con capacidad de

disolverse en agua.

Para la determinacion se procedid a colocar en el crisol con cenizas totales obtenidas
anteriormente, 15 mL de agua, se tapa y se hirvio ligeramente en un mechero por 5 minutos.
Empleando papel filtro libre de cenizas, se filtro y se transfiere al crisol inicial, se carbonizé en
el mechero y se procedi6 a incinerar en la mufla a 700°C, por un lapso de 2 horas. Finalmente, se
trasladd a un desecador hasta alcance la temperatura ambiente y pesar (Miranda y Cuellar, 2000, p. 33).

Se repiti6 el proceso hasta conseguir un peso constante.
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Para obtener el resultado se aplicara la siguiente formula:

Donde:

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

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

M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.

e Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Las cenizas acido insolubles son las que se obtiene posterior a la disolucién de las cenizas totales

en &cido clorhidrico al 10%. Este parametro permite medir la cantidad de silice contenida en la

planta, principalmente tierra silicea y arena.

Para lo cual a las cenizas totales se agregd 2 mL de acido clorhidrico al 10%, se tap6 con un vidrio

reloj y se calienta en un bafio de agua por 10 minutos. Luego, se lavé el vidrio reloj con 5mL de

agua caliente uniendo al contenido del crisol. Se filtrd la solucidn; se lavo el residuo con agua

caliente, se aflade dos gotas de nitrato de plata (AgNO3) 0.1 Molar hasta que la solucién obtenida

de la filtracion no indigque presencia de cloruros. Posteriormente, el filtrado se deseca a 100°C, se

transfiere al crisol inicial y se incinera en la mufla durante 2 horas a una temperatura de 700°C

(Miranda y Cuellar, 2000, p. 33). Finalmente, se ubicé en el desecador hasta que alcance la temperatura

ambiente y se pesa hasta conseguir masa constante.

Se aplicara la siguiente formula para obtener el resultado:
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p="2=M 100
= — %
M

Donde:

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

M= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico.

2.8.Obtencién de extractos

La obtencion de los extractos etandlico, hexanico y diclorometano-metanol (1:1) se lo realizo

mediante el siguiente esquema: (Anexo E)

e Extracto etandlico

Aristeguietia glutinosa
300 g

Maceracion en
Etanol 97°x 72 h

Macerado

\ Filtrar

| |

Solucién etandlica Material vegetal

| Refrigerar por 72 h

Solucioén etandlica Clorofilas

refrigerada

Concentrar en rotavapor a 40°C

Extracto

Etanolico
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Extracto hexanico y diclorometano-metanol (1:1)

Aristeguietia glutinosa
500 g

Maceracion en

Hexano x 72 h

Macerado
I Filtrar
Solucién hexénica Material vegetal
| Refrigerar por 72 h
Solucién hexanica Clorofilas

refrigerada

Concentrar en rotavapor a 40°C

Extracto

Hexanico

Diclorometano-metanol (1:1) x 72 h

Maceracion en

Macerado

| Filtrar

Solucién Diclorometano-metanol

| Refrigerar por 72 h

Solucion Clorofilas

Diclorometano-metanol

refrigerada

Concentrar en rotavapor a 40°C

Extracto

Diclorometano-metanol
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2.9. Tamizaje fitoquimico

Es una serie de ensayos cualitativos que se realizan para determinar los grupos fitoquimicos

presentes en un extracto (Anexo F) (Miranday Cuellar, 2000, p. 38).

¢ Ensayo de Sudan

Con este ensayo se identifica compuestos grasos. Para lo cual a 5 mL del extracto se le afiade 1
mL del reactivo Sudan 111 o Sudan IV. Se calienta la mezcla hasta total evaporizacion del solvente.
La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas o una pelicula

coloreada de rojo en el seno liquido o en las paredes del tubo de ensayos respectivamente (Miranda
y Cuellar, 2000, p. 39).

e Ensayo de Dragendorff

Este ensayo permite determinar la presencia de alcaloides en la muestra. Para lo cual se toma una
alicuota del extracto y se coloca a bafio maria, al residuo se le afiadira acido clorhidrico al 1%. A
esta mezcla acida se afiadira 3 gotas del reactivo Dragendorff y se reportaran los resultados, si

hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++) (Miranday Cuellar, 2000,
p. 40).

e Ensayo de Mayer

Se procede de la misma manera que el ensayo de Dragendorff hasta obtener la solucion &cida,
donde se afiade una pizca de cloruro de sodio en polvo luego se agita y filtra. Finalmente se afiade
2 a 3 gotas del reactivo de Mayer, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++),

precipitado coposo (+++) (Miranda y Cuellar, 2000, p. 40).

e Ensayo de Wagner
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Se procede de la misma manera que en el ensayo de Dragendorff de la solucion acida, donde se

afiade 3 gotas del reactivo Wagner y los resultados se reportan de manera similar (Miranday Cuellar,
2000, p. 41).

e Ensayo de Lieberman-Burchard

Con este ensayo se evalla la presencia de triterpenos y/o esteroides. Se evapora el solvente en
bafio maria y se aflade 1 mL de anhidrido acético. Se adiciona de 2 a 3 gotas de &cido sulfurico
concentrado sin agitar. Un cambio positivo se tiene por un cambio rapido de coloraciones rosado-

azul muy répido, vere intenso-visible aunque rapido y verde oscuro-negro-final de la reaccion
(Miranda y Cuellar, 2000, p. 42).

e Ensayo de Borntrager

Nos permite determinar la presencia de quinonas. Del extracto se evapora el solvente en bafio
maria. Se aflade 1 ml de NaOH o KOH. Luego se agita hasta mezclar completamente y se deja en
reposo para que las fases se separen. Se considera que es positivo cuando la coloracion rosad
(+++) y coloracion roja (+++) (Miranda y Cuellar, 2000, p. 41).

¢ Ensayo de catequinas

Se toma una gota del extracto con un capilar y se aplica en papel filtro. Sobre la gota del papel
filtro se aplica una solucion de carbonato de sodio. La aparicién de un precipitado,indica un

ensayo positivo (Miranda y Cuellar, 2000, p. 42).

e Ensayo de Fehling

Se identifican azlcares reductores con este ensayo. A la muestra se afiade de 1-2 mL de agua,
posteriormente 2 mL del reactivo y se calienta en bafio maria de 5 a 10 min, se coloca 3 gotas de
solucion A 'y 3 gotas de solucién B. Seconsidera positivo cuando la coloracién se torna de color

rojo (Miranda y Cuellar, 2000, p. 42).

e Ensayo de Hidroxamato férrico para cumarinas
En un tubo sea agrega una gota de clorhidrato de hidroxilamina disuelto en etanol 10%, luego se

afiade unas gotas de hidréxido de potasio 10% en etanol y se calienta hasta ebullicion, se coloca

unas gotas de acido clorhidrico 0.5 molar (M) y una gota de cloruro férrico al 1% en agua. Es
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positivo cuando se prodce una coloracion violeta (+), claro(++) e intenso (+++)(Miranda y Cuellar,
2000, p. 41).

e Ensayo de cloruro férrico

Se identifican taninos y compuestos fendlicos. A una porcién del extracto alcoholico se afadira
3 gotas de solucion de tricloruro férrico al 5%, en este extracto el ensayo determinara taninos
como fenoles. En el extracto acuoso se determinaré el ensayo taninos. En una alicuota del extracto
se afiadira acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas de cloruro férrico al 5%: Se reporta positivo
cuando hay una coloracion rojo-vino para compuestos fendlicos engeneral, una coloraciénverde
intensa para taninos del tipo pirocatecolicos y coloracion azul para taninos del tipo

pirogalotanicos(Miranda y Cuellar, 2000, p. 43).

2.10. Cuantificacion de Fenoles y Flavonoides Totales

2.10.1. Cuantificacién de Flavonoides

La determinacién de flavonoides totales se fundamenta en una reaccion colorimétrica entre el
AICI3 y los flavonoides presentes que forman un complejo de color rosado, posteriormente se

mide la absorbancia a través de un espectrofotometro (Soares et al. 2003).

Se procede a partir de la preparacion de una solucion a 100 ppm de diclorometano-metanol (1:1),
luego se afiadié 0.3 mL de NaNO; al 5%, se homogeniz6 en un agitador vortex y se dejé reposar
por 5 minutos. Luego se agreg6 0.3 mL de AICI3, se vorterizd por 1 minuto y nuevamente se dejo
reposar en un lugar oscuro por 5 minutos. Después de este periodo de tiempo se agregd 2 mL de
NaOH a una concentracion 1N, se homogeniz6 en un agitador vortex por 15 segundos y se dejé
reposar en un lugar obscuro durante 15 minutos, posteriormente se midio la absorbancia en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm (Vinueza et al., 2017, p. 161).

El calculo de flavonoides totales se realiz6 mediante la ecuacion de la recta y = 0.0002x + 0.0056,

del estandar de quercetina, con un coeficiente de correlacion de R%= 0.999 (Anexo G)(Hidalgo,
2019).

2.10.2. Cuantificacion de Fenoles
La cuantificacion de fenoles totales de Aristeguietia glutinosa se la realiz6 por un método

espectrofotométrico, este se basa en una reacciéon colorimétrica de éxido reduccion, donde la

sustancia oxidante fue el reactivo de Folin-Ciocalteu.
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Se prepara la solucion con el extracto diclorometano-metanol a 100 ppm, se agregd 15 mL de
agua desionizada y 1.25 mL de reactivo Folin Ciocalteu, con la ayuda de un agitador Vortex se
homogenizé las muestras durante 30 segundos y se dejo en reposo por un periodo de 8 minutos.
Luego se adicion6 3.75 mL de carbonato de sodio al 7.5%, luego en un balén de aforo de 25 mL
con agua destilada. Se agita en vortex durante 1 min y se deja reposar durante 2 horas en oscuridad
completa. En el espectrofotdmetro se mide a una longitud de onda de 765 nm (Vinueza et al., 2017,

p. 161).

El célculo de fenoles totales se realizé mediante la ecuacion de la recta y = 0.0008x + 0.0133, del

estandar de 4cido galico, con un coeficiente de correlacién de R?= 0.9992 (Hidalgo, 2019).

2.11. Biomodelos de laboratorio
2.11.1. Biomodelos en el bioterio

La adquisicion de ratones Mus musculus se lo realizé en el Instituto Nacional de Investigacion en
Salud Publica-INSPI Dr. Leopoldo lzquieta Pérez sede Guayaquil, se solicitd mediante
formularios 70 ratones Mus musculus albinos machos de 25g de 70 dias, para lo cual en el pedido
se realiza un acuerdo de ambas partes a respetar los compromisos de NO REPRODUCCION de
las especies entregadas por el INSPI, asegurando la aplicacion de todos los principios éticos
relacionados con el manejo y uso adecuado de animales de laboratorio. Los biomodelos se
adquirieron el 17 de julio del 2019 a la 14h00 en la ciudad de Guayaquil y se trasladarén al bioterio
de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, donde fueron recibidos por el BQF. Benjamin Roman

tecico docente (Fuentes Paredes et al. 2008, p. 13)

2.11.2. Ambientacion de los biomodelos en el bioterio

Para la ambientacion se distribuy6 a los sesenta y seis ratones en 11 cajas, cada una de ellas
conformadas por 6 unidades, colocando una marca en la cola con marcadores de diferentes colores
para tener un registro diario de cada biomodelo animal durante un periodo de 15 dias hasta
conseguir un peso constante de 27g+2, asi se los distribuy6 en 2 grupos; el primer grupo por el
método de edema plantar con carragenina se establecio 3 bloques experimentales
correspondientes a 30, 100 y 300mg/Kg de peso y dos bloques control positivo y negativo; y para
el método de air pouch con tres blogues experimentales 30, 100 y 300mg/Kg de peso y dos

bloques control positivo, negativo y blanco (Anexo H) (Fuentes Paredes et al. 2008, p. 14) .
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2.12. Preparacion del vehiculo

El vehiculo utilizado fue el tween 80 al 5% en cloruro de sodio, para diluir el extracto
diclorometano-metanol de Aristeguietia glutinosa, el cual se prepar6 diluyendo 5 ml de tween 80
y se aforo a 100 ml con cloruro de sodio al 0,9% (Sarker et al. 2012, p. 135).

2.13. Preparacion de la carragenina

Se prepard carragenina al 1% en cloruro de sodio, la cual sirvié para inducir inflamacion en los

modelos de edema plantar y air pouch (Cordeiro et al., 2016).

2.14. Preparacion del control positivo

Se pes6 100 mg de diclofenaco sodico y aford en un balén de 100ml con el vehiculo (Gupta et al.,
2015).

2.15. Preparacion a distintas concentraciones del extracto

Se pesa el extracto diclorometano metanol (1:1) (DCMMM) de Aristeguietia glutinosa y se diluyd
en el vehiculo para obtener tres distintas concentraciones de 30, 100 y 300 mg/Kg de peso
corporal, se homogenizo6 la muestra con el vortex por 10 segundos y luego en el agitador orbital

a 40 °C (Anexo |) (Pal et al., 2012).

2.16. Administracion de dosis a los ratones Mus musculus

Se marco los animales en la cola con un marcador indeleble para identificar al grupo blanco
(vehiculo), control negativo, control positivo y dosis a usar como tratamiento, luego los animales
tuvieron un ayuno de 12 horas para mejorar la absorcion del tratamiento y al haber transcurrido
12 horas se procedi6é administrar por via oral con el uso de una canula de ratones:
¢ Modelo edema plantar

v" Vehiculo

v Control positivo

v" Concentraciones 30 mg/kg

v Concentraciones 100 mg/kg

v Concentraciones 300 mg/kg
Estos tratamientos se lo realizaron 1 hora antes de la induccion de la inflacion.

e Modelo air pouch
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Vehiculo sin estimulo inflamatorio
Control negativo

Control positivo

Concentraciones 30 mg/kg

AN N NN

Concentraciones 100 mg/kg
v Concentraciones 300 mg/kg

Estos tratamientos se lo realizaron 1 hora antes de la induccién de la inflacion.

2.17. Modelos para generar inflamacion

2.17.1. Modelo de edema plantar inducido por carragenina

Al biomodelo animal se le inmovilizé y administrd via oral con una canula el control negativo
(vehiculo), el control positivo y el extracto AGDCMM a sus distintas concentraciones, después
de una hora se inyect6 40ul de carragenina en la pata trasera derecha; usando el pie de rey digital
se midio la pata indicada al tiempo 0 H y durante cada hora hasta obtener una medida constante
(Anexo J).

El porcentaje de inhibicion de la inflamacion de cada bloque sera obtenido segun la siguiente

férmula:

(Ct — C0)control — (Ct — CO)tratado
*

100
(Ct — C0)Control

%Inhibicion =

Doénde (Ct — C0)control es la diferencia de medidas de la pata en 6 horas en el control del ratén
y (Ct — CO)tratado es la diferencia de las medidas de la pata en 6 horas en cualquier raton

tratado con el estandar del AGDCMMMM (Aouey et al., 2016).

2.17.1.2. Biometria hemética
Una vez obtenida una medida constante de la pata trasera derecha para aprovechar el material
bioldgico se extrajo sangre directamente del corazén y realizdé una biometria hemética de cada

una de las muestras (Anexo K).

2.17.2. Modelo de inflamacién por air pouch
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La bolsa de aire subcutéanea es un modelo in vivo para estudiar los componentes de la inflamacion
aguda y cronica, la resolucién de la respuesta inflamatoria, la respuesta al estrés oxidativo y las
posibles dianas terapéuticas para tratar la inflamacion. La inyeccién de agentes irritantes en una
bolsa de aire en ratones indujo una respuesta inflamatoria que se cuantificé por el volumen de

exudado producido, la infiltracion de células y la liberacion de mediadores inflamatorios.

Previa a la produccion de la bolsa de aire se procede a la anestesia de los biomodelos con

Ketamina mediante una inyeccién subcutanea en la zona pélvica.

Para producir la bolsa de aire se inyectd subcutaneamente 3 ml de aire estéril en el area
subescapular de la parte posterior del ratén Mus musculus 3 veces cada 48 horas, 24 horas después
de la tltima aplicacion se administran los tratamientos via oral, una hora después se inyecta en la
zona 0,4 pl de carragenina al 1% para producir la inflamacion. La bolsa estd compuesta por un
revestimiento de células que consiste principalmente a macréfagos (Tipo A) vy fibroblastos (Tipo
B), luego de 4 horas de inducida la inflamacién se realiza una incision en la zona de la bolsa de
aire, se lava con PBS'y se recupera el liquido producido en la zona en tubos falcon para la posterior
centrifugacion a 2000 rpm (Duarte, Vasko y Fehrenbacher, 2012).

Cabe sefialar que las modificaciones de los métodos basicos de inflamacién de la bolsa de aire,
como la variacion de las especies de roedores, el nimero y la secuencia de las inyecciones de aire

y los puntos finales medidos (Duarte, Vasko y Fehrenbacher, 2012).

e Medicién leucocitaria

Una vez centrifugado los tubos falcon se obteniene en el fondo los leucocitos y el sobrenadante
las proteinas totales, se toma 10 pl del fluido y se lo diluyé con 90 pl del reactivo de Wright y se
realiza conteo en una cdmara de Neubauer con ayuda de un microscopio de cada bloque de

gldbulos blancos.

e Determinacion de proteinas totales

El reactivo Bradford se puede utilizar para determinar la concentracion de proteinas. Para la
establecer la curva de calibracion se procedié con 5ul de una muestra de proteina a
concentraciones entre 0,02-1,34 mg/ml. Este ensayo se realiza en una placa de 96 pocillos,
pudiendo analizar rapidamente multiples muestras de proteinas totales. También es posible
automatizar la determinacién de proteinas con este ensayo de placa de 96 multipocillos (Anexo

L) (Sigma Aldrich, p. 1-3).
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1. Mezcle suavemente el reactivo Bradford en la botella y lleve a temperatura ambiente.

2. Preparar los estandares de proteinas en buffer que van desde 0,02-1,34 mg/ml utilizando un
estandar BSA o un estandar de proteina equivalente.

3. Seagrego 5 ul de los estandares de proteinas para separar los pocillos en la placa de 96 pocillos.
Para el blanco, se agreg6 5 pl de buffer.

4. Se preparé las muestras desconocidas con una concentracion aproximada entre 0,02-1,34
mg/ml.

5. A cada pocillo utilizado, se afiadié 250 ul del reactivo Bradford Reagent y se mezcld en un
agitador durante 30 segundos.

6. Dejamos incubar las muestras a temperatura ambiente durante 5-45 minutos. Entonces, se
midié la absorbancia a 595 nm. ElI complejo proteico-tefiido es estable hasta 60 minutos. La
absorbancia de las muestras debe registrarse antes del limite de tiempo de 60 minutos y dentro de
los 10 minutos entre si.

7. Se trazo la absorbancia neta vs la concentracion proteica de cada estandar.

8. Se determind la concentracion proteica de las muestras desconocidas comparando los valores

netos Asgs con la curva estandar (Sigma Aldrich [2019], p. 3).

2.18. Eutanasia de los ratones

Luego de haber culminado con cada uno de los métodos se les coloco a los ratones en una cuba
con etér para eutanasiarlos, finalmente en una funda roja para su deposicion final a cargo del
profesional a cargo del bioterio.

2.19. Analisis de datos

Los resultados cuantitativos se expresaron como un error medio-estandar de la media. ANOVA
fue utilizado seguido por la prueba de Dunett para comparar los grupos y controles de prueba o

la prueba de Tukey para comparar maltiples medios con un 5% de probabilidad usando Graph

Pad 8.2.1. Los valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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CAPITULO 111

3. Resultados y discusiones

3.1.Control de calidad de la droga vegetal

Los resultados del control de calidad de la droga cruda se muestran en la siguiente tabla (4-3):

Tabla 4-3: Control de calidad de la droga vegetal

) o Valores de referencia
. Aristeguietia
Parametro % ) Real Farmacopea
glutinosa .
Espafiola 2002
Humedad 9,60% <=14%
Cenizas Totales 8,87% <=12%
Cenizas Insolubles en
1,17% <=5%
HCI

Cenizas solubles en H,O 2,90% <=7%

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

3.1.1. Determinacién de humedad

La humedad de las hojas de Aristeguietia glutinosa fue de 9,60%, indicando que el porcentaje de
humedad se encuentra dentro de los valores establecidos por la Real Farmacopea Espafiola del

2002(Fuentes Paredes et al., 2008).

Los valores obtenidos de humedad en el estudio realizado por Cruz Ati de Aristeguietia glutinosa
fueron de 9,80%, comparando con el presente estudio se observé que al usar el mismo método de
pérdida de masa a través del secado en una estufa los valores se aproximan y casi coinciden en

sus resultados (Cruz Ati, 2009, p. 97)
El contenido de humedad determinado asegura que los microorganismos y la actividad enzimética

no causen degradacion de los metabolitos secundarios, garantizando de esta forma la estabilidad

de la materia vegetal en el transcurso de la investigacion (Réfuba, Pany y Bombarda, 2018, p. 4).
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3.1.2. Contenido de cenizas totales

En cuanto a las cenizas totales el resultado obtenido fue de 8,87%, valor que esta dentro del
parametro establecido por la Real Farmacopea Espafiola del 2002. Esto quiere decir que el
resultado de este ensayo ofrece fiabilidad de uso de la Aristeguietia glutinosa en la investigacion,
ya que indica la ausencia de contaminacién con materia inorganica externa (minerales) durante la

recoleccién de la planta.

En la investigacion de Cruz Ati, el valor obtenido en su ensayo fue de 8,98%, lo cual se evidencia

que se trabajé con el mismo método, por lo tanto los resultados van a ser casi parecidos (Cruz Ati,
2009, p. 97).

3.1.3. Contenido de cenizas solubles en H.O y cenizas insolubles en HCI

En el contenido de cenizas insolubles en HCI fue de 1,17% y cenizas solubles en H,O fue de
2,90%. Esto indica que el contenido de este tipo de cenizas, se encuentran dentro de los
parametros de calidad establecidos por la Real Farmacopea Espafiola, demostrando asi que las
drogas vegetales no se encuentran contaminadas con materia inorganica, ademas se asegura su

uso en la investigacion.

Cruz Ati, obtuvo valores parecidos a los de la presente investigacion, los cuales fueron en cenizas
insolubles en HCI de 1,17% Yy cenizas solubles en agua de 2,92%. Estos también cumplieron con

las directrices de calidad establecidas por la Farmacopea Espafiola.
3.2. Tamizaje fitoquimico
Los resultados del tamizaje fitoquimico se analizan de acuerdo a los siguientes pardmetros, tabla

(5-3)

Tabla 5-3: Referencias de andlisis

O] Negativo

(+) Baja evidencia

(++) Evidencia

(+++) | Altaevidencia

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

3.2.1. Extracto Etandlico
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En la siguiente tabla (6-3) se muestra los resultados obtenidos en las pruebas:

Tabla 6-3: Extracto etandlico

Extracto
Prueba Fitoquimica Nombre del ensayo
Etandlico
Aceites y Grasas SUDAN -
Alcaloides DRAGENDORFF +++
Alcaloides MAYER +++
Alcaloides WAGNER +++
HIDROXAMATO FERRICO
Cumarinas PARA COUMARINAS '
Quinonas BORNTRAGER -
Triterpenos y LIEBERMANN-
esteroides BURCHARD o
Catequinas CATEQUINAS +
Azlcares reductores FEHLING A-B +
Taninos Cloruro Férrico +++

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

Una vez realizadas las pruebas con el extracto etandlico, se ha determinado la presencia de los

siguientes metabolitos secundarios, que son:

e Una alta presencia de alcaloides y taninos

o Existe presencia de triterpenos y esteroides

e Una baja evidencia de cumarinas, catequinas y azUcares reductores
o Y finalmente, los aceites y grasas y las quinonas no se presentan

3.2.2. Extracto Hexanico

En la siguiente tabla (7-3) se muestra los resultados de la prueba con el extracto hexanico:
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Tabla 7-3: Extracto hexanico

Prueba Fitoquimica Nombre del ensayo Extracto Hexanico
Aceites y Grasas SUDAN +++
Alcaloides DRAGENDORFF +H+
Alcaloides MAYER ++
Alcaloides WAGNER F+

HIDROXAMATO FERRICO

Cumarinas PARA COUMARINAS
Quinonas BORNTRAGER -
Triterpenos y LIEBERMANN-
esteroides BURCHARD ++
Catequinas CATEQUINAS -
Azlcares reductores FEHLING A-B -
Taninos TANINOS -

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

Una vez realizadas las pruebas con el extracto hexanico, se ha determinado la presencia de los

siguientes metabolitos secundarios, que son:

e Una alta presencia de aceites y grasas; y alcaloides con las pruebas de Dragendorf y Wagner
o Existe presencia de alcaloides en la prueba de Mayer y; triterpenos y esteroides
e Finalmente, las cumarinas, quinonas, catequinas, azucares reductores y taninos, no se

presentan
3.2.3. Extracto Diclorometano-metanol
En la siguiente tabla (8-3) se muestra los resultados de la prueba con el extracto de

Diclorometano-metanol:

Tabla 8-3: Extracto Diclorometano-metanol

Extracto
Prueba Fitoquimica | Nombre del ensayo Diclorometano-

metanol

Aceites y Grasas SUDAN +
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Alcaloides DRAGENDORFF ++

Alcaloides MAYER ++

Alcaloides WAGNER -

HIDROXAMATO
FERRICO PARA -

Cumarinas COUMARINAS
Quinonas BORNTRAGER -
Triterpenosy LIEBERMANN-
+++
esteroides BURCHARD
Catequinas CATEQUINAS -
Azucares reductores FEHLING A-B -
Taninos TANINOS ++

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

Una vez realizadas las pruebas con el extracto diclorometano-metanol, se ha determinado la

presencia de los siguientes metabolitos secundarios, que son:

e Una alta presencia de triterpenos y esteroides

e Existe presencia de alcaloides con las pruebas de Dragendorf y Mayer; y también de taninos
o Existe una baja evidencia de aceites y grasas

o Y finalmente, los alcaloides con la prueba de Wagner

¢ Nose evidencia la presencia de cumarinas, quinonas, catequinas, y azucares reductores.

Una vez realizadas las pruebas respectivas y segun los resultados obtenidos, con los tres extractos
se evidencia la presencia de diversos metabolitos secundarios entre ellos alcaloides, a quienes se
les atribuye un efecto relajador de la musculatura lisa (Montes y Wilcomirsky, 1985).

3.3. Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides totales

El célculo de fenoles totales se realizé mediante la ecuacion de la recta y = 0.0008x + 0.0133, del

estandar de 4cido galico, con un coeficiente de correlacion de R?= 0.9992.
La concentracion de fenoles totales de la Aristeguietia glutinosa se expresé de la siguiente manera

(mg EAG/mg extracto seco) que significa, cantidad de mg equivalentes de acido galico por

miligramos de extracto seco.
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La cantidad de fenoles totales que se obtuvieron del extracto Diclorometano-metanol (1:1) de
Aristeguietia glutinosa fue de 37.82 £ 0.007 mg EAG/10mg de extracto seco. Del extracto
etandlico fue de 16.80 + 0.002 mg EAG/10mg. Y del extracto hexéanico fue de 8.98 + 0.009 mg
EAG/10mg.

Para terminar los flavonoides totales en la planta Aristiguientia glutinosa, se realizé del método
espectrofotométrico basado en la formacidn de un complejo entre los flavonoides y el tricloruro

de aluminio (AICI3), donde la reaccion que provoca es que la solucién de torne de un color rosado.

Se calculé los flavonoides totales mediante la ecuacion de la recta y=0.002x + 0.0056, del estandar

de quercetina con un coeficiente de correlacion de R?= 0.999.

La concentracién de flavonoides totales de la Aristeguietia glutinosa se expreso de la siguiente
manera (mg EQ/mg extracto seco) que significa, cantidad de mg equivalentes de quercetina por

miligramos de extracto seco.

La cantidad de flavonoides totales que se obtuvieron del extracto Diclorometano metanol (1:1)
de Aristeguietia glutinosa fue de 16.69 + 0.031 mg EQ/10mg de extracto seco, extracto etandlico
fue de 12.74 + 0.045 mg EQ/10mg y el extracto hexanico fue de 12.10 + 0.027 mg EQ/10mg.

Los resultados reflejaron que esta especie vegetal posee gran cantidad de fenoles y flavonoides
totales, en especial con el extracto de Diclorometano metanol (1:1) de Aristeguietia glutinosa. Al
no haber estudios previos sobre la cantidad de flavonoides o fenoles totales se busco informacion
con otras especies del mismo género, en la cual pudimos evideciar que la cantidad de flavonoides

y fenoles totales son también altas (lonita et al., 2013).

3.4.Generacion de la inflamacion

Se seleccion6 el extracto de diclorometano metanol de Aristeguietia glutinosa para realizar los
ensayos bioldgicos in vivo, debido a la gran cantidad de flavonoides y fenoles totales que posee

la planta.

3.4.1. Inducciény evaluacion del Método de Edema Plantar con carragenina
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Las mediciones en la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se realizaron con ayuda de un

pie de rey digital, los resultados obtenidos antes y después de la administracion de los tratamientos

previa induccion de la inflamacion se muestran a continuacién. Ver tabla (9-3)

Tabla 9-3: Media de los resultados de la disminucion de la inflamacion

MEDIA DE LOS RESULTADOS DE LA DISMINUCION DE LA INFLAMACION

Medida
OH (mm)

Medida
(mm)1H

Medida
(mm)2H

Medida
(mm)3H

Medida
(mm)4H

Medida
(mm)5H

Medida
(mm)6 H

Grupo 1 blanco-
vehiculo (tween 80

al 5%)

3,09

3,60

4,29

4,34

4,68

4,69

4,74

Grupo 2 CTR
positivo
(Diclofenaco 10

mg/kg)

3,24

4,25

4,17

3,81

3,69

3,54

3,45

Grupo 3
AGDCMMM 30

mg/kg

3,04

3,97

3,71

3,58

3,43

3,32

3,27

Grupo 4
AGDCMMM 100

mg/kg

3,11

4,09

3,82

3,60

3,52

3,42

3,35

Grupo 5
AGDCMMM 300

mg/kg

3,04

4,24

3,99

3,72

3,57

3,44

3,34

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo
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vehiculo (tween 80 al 5%)

»Diclofenaco 10 mg/kg

Grafico 1-3: Media de la disminucidn de la inflamacion

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

Una vez aplicada la formula del porcentaje de inhibicion, lo resultados obtenidos se muestran en

la tabla (10-3)

Tabla 10-3: Media y desviacién media de inhibicién

AGDCM 30 mg/m| esss=AGDCM 100 mg/ml

AGDCM 300 mg/ml

Grupo blanco- | Grupo CTR
Grupo Grupo Grupo
vehiculo positivo
AGDCMM | AGDCMM | AGDCMM
(Tween 80 (Diclofenaco
30 mg/Kg | 100 mg/Kg | 300 mg/Kg
(5%) 10 mg/kg)
MEDIA 100 12,83 13,46 14,40 17,95
SD 0 4,30 4,68 2,43 2,81

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo
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Graéfico 2-3: Porcentaje de inhibicion

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

Del gréfico (3-3) se puede observar que en el Grupo 1, donde se aplicé el vehiculo Tween 80 al
5%, la inflamacidn se encuentra al 100% no se presentd ninguna inhibicion de la inflamacion. En
los demas grupos se presenta una inhibicién de la inflamacidn, siendo el de mayor relevancia en

la muestra del Grupo 3 donde se aplico6 AGDCMM 30mg/kg de peso corporal.

Los resultados que se obtuvieron del ensayo, se evaluaron estadisticamente mediante el Software
Graph Pad Prism 8.2.1. Se aplicd el Test de ANOVA para establecer las diferencias en el
porcentaje de inhibicion de la inflamacion entre las concentraciones extracto de todos los grupos

experimentales.

Con un valor de p= 0,9741; rechazamos la hip6tesis nula, existiendo una diferencia entre las
medias. Evidenciando que la relacion existente entre el Diclofenaco de 10mg/kg vs AGDCMM
de 30 mg/kg, es no significativa, es decir que se podria administrar cualquiera de los dos

tratamientos.

3.4.1.1. Férmula Leucocitaria
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En la fase aguda de la inflamacidn, plaquetas y células granulociticas tales como células de
basdfilos / mastocitos, neutrdfilos y eosinofilos se activan y, a su vez producen y liberan un

numero de mediadores solubles que estimulan y regulan la respuesta inflamatoria.

Basandonos en el hecho de el uso de las 3 R (reemplazo, reduccion y refinamiento) (“What are
the 3Rs National Centre for Replacement, Refinement and Reduction of Animals in Research.
Retrieved August 14, 2013) y tratando de hacer un buen uso del animal se decidié realizar un
analisis sanguineo. El resultado que se presenta a continuacion en los gréficos (4-3 y 5-3) se basan
en nuestro control positivo por tanto no son conclusivos ya que no existen intervalos de referencia

en nuestros biomodelos de experimentacién.

CONTEO DE GLOBULOS BLANCOS

7,00
6,00

T
5,00 T I
4,00

T =
3,00
. I
2,00 1
1,00
0,00
CTR - CTR CONTROL 30mg/Kg 100mg/Kg 300mg/Kg
POSITIVO

Graéfico 3-3: CONTEO DE GLOBULOS BLANCOS

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo
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PLAQUETAS
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Gréfico 5-3: Plaquetas

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

3.4.2. Induccion y evaluacién de la inflamacion por Air pouch

Este es otro método que se utilizd6 para determinar la actividad anti-inflamatoria. Primero se
procedio a inyectar aire puro subcutdneamente en el area intraescapular de la parte posterior del
raton Mus musculus para provocar una bolsa de aire. La bolsa creada contiene un revestimiento
de células, principalmente macréfagos (Tipo A) y fibroblastos (Tipo B), similar a la cavidad
sinovial (Duarte, Vasko y Fehrenbacher, 2012, p. 1). La inyeccion de una solucién de carragenina en la
bolsa produce una reaccion inflamatoria que se caracteriza por una infiltracién de células,
aumento de exudado, y una marcada produccion de mediadores pro-inflamatorios, tales como las
prostaglandinas, leucotrienos y citoquinas, asi como componentes de la respuesta al estrés
oxidativo (Vandooren et al., 2013). Por lo mencionado para determinar el contenido de proteinas
totales se elaboré una curva de calibracion utilizando el reactivo de Bradford y el suero de
albumina bovina como estandar (Colyer y Walker 1996, p. 15), con las concentraciones especificadas
en la tabla (11-3) y en el gréfico (6-3).

Tabla 11-3: Concentraciones-absorbancia

CONCENTRACIONES
ABSORBANCIA
(ppm)
0 0,2389
0,02 0,2447
0,04 0,2542
0,06 0,2532
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0,08 0,2625
0,1 0,2674
0,15 0,2933
0,2 0,3075
0,4 0,3738
0,8 0,4566
1,34 0,5544

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

Se obtuvo una ecuacidn de la recta de y = 0,2418x + 0,2486, con un coeficiente de correlacion de
R2= 0,982 que indica una buena correlacion entre las variables. Las muestras y los estandares se

evaluaron 6 veces.

CURVA ESTANDAR
0,7000
0,6000 y =0,2418x + 0,2486

R2=0,982 ..

0,5000

0,4000

0ec

0,3000
0,2000
0,1000

0,0000
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Gréfico 6-3: Curva Estandar

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

3.4.2.1. Cuantificacion de Proteinas Totales
Debido al proceso inflamatorio creado en el animal por la inyeccion de carragenina se decidio

cuantificar el nivel de proteinas totales ya que este aumenta la concentracion proteica (Colyer y
Walker 1996).
Los resultados en la tabla (12-3), muestran que la concentracion de 30mg/ml del extracto

diclorometano metanol de Aristeguietia glutinosa reduce en mayor medida la inflamacion en
comparacion de las otras concentraciones. Sin embargo, el CTR+ (diclofenaco) presenta una

mayor reduccién de inflamacion.
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Tabla 12-3: Proteinas Totales

VEHICULO CTR - CTR + 30 mg/mL | 100 mg/mL | 300 mg/mL
MEDIA 0,4759 1,2426 0,6565 0,7600 0,8612 1,1965
SD 0,1130 0,1899 0,0859 0,1333 0,0819 0,0694

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo
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Gréfico 7-3: Proteinas Totales

Elaborado por: José Andrade y Marco Murillo

3.4.2.2. Infiltracion leucocitaria

De igual manera, el contaje de glébulos blancos son menores en el grupo de 30mg/Kgextracto a

comparacion de los otros grupos. Ver tabla (13-3)

Tabla 13-3: Infiltracién leucocitaria

BLANCO CTR- CTR + 30mg/Kg | 100mg/Kg | 300mg/Kg
MEDIA 5333 377200 149667 21000 68233 55250
SD 1800,74 35539,27 32036,44 6055,30 14524,58 15202,80

Elaborado por: José Andrade y Marco Mala
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Las técnicas para cuantificacion in vivo usadas han permitido evidenciar el poder antinflamatorio
que posee el extracto de diclorometano-metanol en todas las dosis usadas, siendo la dosis de 30
mg/Kg la que presenta mayor inhibicién. Al ser este el primer estudio sobre el poder
antinflamatorio de la planta no existe datos que puedan relacionar nuestros valores, sin embargo,
varios estudios precedentes confirman el poder antinflamatorio del extracto de diclormetano en
diferentes especies de Aristeguieta glutinosa (Clavin et al.2007 )(Clavin et al., 2013)(Maas et al., 2011)(Shin
et al., 2018). Asi, un estudio realizado en argentina por Clavin, reporta el poder antiinflamatorio de
diversas especies de Eupatorium (Aristeguieta), en el cual se evidencias inhibiciones de
inflamacion de hasta el 94% (Clavin et al., 2013). De igual manera, Jong-1l Shin en un estudio reciente
demostré el poder antinflamatorio del extracto de Eupatorium japonicum mediante la inhibicion
de células fibroblasticas causantes de reumatitis (Shin et al., 2018).

El efecto antinflamatorio mostrado por el extracto puede ser atribuido al gran contenido de
flavonoides y fenoles totales ya que se ha demostrado en varios estudios los beneficios que poseen

y entre ellos su poder antinflamatorio (zhang et al. 2011)(Croft 1998) (Hamalinen et al. 2007).

46



CONCLUSIONES

Mediante el tamizaje se establecieron los grupos fitoquimicos en los extractos de Aristeguietia
glutinosa, el extracto de diclorometano metanol (1:1) presenta triterpenos, esteroides, taninos
y alcaloides, el etandlico y hexanico tienen mayor presencia de alcaloides, mostrando una
gran cantidad de metabolitos secundarios a los cuales se les puede atribuir sus diversas

actividades.

Se establecidé mayor presencia de fenoles en el extracto de Diclorometano-metanol (1:1) de
Aristeguietia glutinosa 37.82 + 0.007 mg EAG/10mg y también mayor cantidad de
flavonoides 16.69 + 0.031 mg EQ/10mg, en relacion al etandlico y hexénico, definiendo asi

para las pruebas in vivo la aplicacion del extracto Diclorometano-metanol (1:1)

Se evaluo la actividad antiinflamatoria in vivo del extrato de Aristeguietia glutinosa en los
ratones Mus musculus, mediante las técnicas de edema plantar y air pouch usando carragenina
como agente irritante, mediante las cuales se concluy6 que el extracto de diclorometano
metanol (1:1) presenta una inhibicion de la inflamacion en todas las dosis usadas, en especial

la concentracién de 30mg/kg de peso.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda que exista mejor mantenimiento de las instalaciones del bioterio tanto como
la correcta adquisicion del alimento que se proporciona a los animales de experimentacion,

ya que en el proceso de ambientacion fue muy dificil estandarizar el peso del ratén.

e Se recomienda que exista un listado de los reactivos disponibles y de los reactivos necesarios
para realizar los ensayos pertinentes que se necesitan para las investigaciones. Ademas, se
deberia revisar también la disponibilidad de equipos y materiales necesarios en los
laboratorios.

e Se deberia contar con equipos como HPLC, cromatdgrafo de gases y masa, que permitan la
cuantificacion mas detallada de ciertos metabolitos secundarios, y poder realizar ensayos

completos y méas exactos.
e Se recomienda que se realicen mas investigaciones respecto a las concentraciones del

extracto de Aristeguietia glutinosa, ya que pudimos comprobar que en 30mg/kg ya existe un

proceso antiinflamatorio y posiblemente exista también en concentraciones menores.
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ANEXO B: Preparacion de la muestra
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ANEXO G: Cuantificacion de fenoles Totales




ANEXO H: Ambientacion de los biomoelos en el bioterio




ANEXO 1: Preparacion del vehiculo




ANEXO J: Preparacion y administracion del extracto




ANEXO K: Modelo de inflamacion inducida por carragenina en la pata trasera del raton

Mus musculus




ANEXO L: Biometria hematica




ANEXO M: Modelo de inflamacidon por air pouch
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