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RESUMEN

En la presente investigacion, se abordo el problema de evaluar la actividad antiinflamatoria del matico
de puna (Jungia rugosa Less), con el objetivo de realizar el tamizaje fitoquimico y evaluar la
actividad antiinflamatoria del matico de puna (Jungia rugosa Less) para la elaboracion de un
ungliento. La metodologia comprendio varios pasos: se obtuvo la materia prima de tallos y hojas del
matico, las cuales fueron secadas, trituradas y envasadas con diferentes solventes. Mediante pruebas
de tamizaje fitoquimico, se identificaron metabolitos secundarios en los extractos, destacando el
extracto alcoholico de las hojas por su mayor contenido. Utilizando Cromatografia de Gases acoplada
a Espectrometria de Masas, se aproximd la composicion de flavonoides en el extracto alcohdlico. A
través del método de maceracion en alcohol, se obtuvo el principio activo para la elaboracion de un
unguento antiinflamatorio. Los resultados demostraron que el ungiiento elaborado a partir del extracto
alcohdlico de las hojas del matico posee actividad antiinflamatoria, evidenciada por la reduccion del
edema inducido por carragenina en modelos animales. La inclusién de componentes adicionales en
la formulacién aseguré la estabilidad y aplicabilidad topica del unglento, reforzando su potencial
terapéutico. En conjunto, estos hallazgos resaltan la viabilidad del matico de puna como fuente de

principios antiinflamatorios para la elaboracion de productos tépicos.

Palabras clave: <TAMIZAJE FITOQUIMICO>, <UNGUENTO>, <MATICO DE PUNA (Jungia
rugosa less)>, <EXTRACTOS>, <EDEMA>, <ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA>.

1810-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

In the present research, the problem of evaluating the anti-inflammatory activity of the puna matico
(Jungia rugosa Less) addressed to perform phytochemical screening and evaluate the anti-
inflammatory activity of the puna matico (Jungia rugosa Less) for the elaboration of an ointment. The
methodology involved several steps: the raw material obtained from stems and leaves of the matico,
which were dried, crushed, and packaged with different solvents. Using phytochemical screening
tests, secondary metabolites were identified in the extracts, highlighting the alcoholic extract of the
leaves for its higher content. Using Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry, the
composition of flavonoids in the alcoholic extract approximates. Through the method of maceration
in alcohol, the active ingredient for producing an anti-inflammatory ointment is obtained. The results
showed that the cream made from the alcoholic extract of matico leaves has anti-inflammatory
activity, evidenced by the reduction of carrageenan-induced edema in animal models. Including
additional components in the formulation ensured the stability and topical applicability of the
ointment, reinforcing its therapeutic potential. Overall, these findings highlight the viability of puna

matico as a source of anti-inflammatory principles for the development of topical products.

Key words: <PHYTOCHEMICAL SCREENING>, <OINTMENT>, <PUNA MATICO (Jungia
rugosa less)>, <EXTRACTS>, <EDEMA>, <ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY>.

Lic. Edison Renato Ruiz Lopez
C.1. 060395704-4
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INTRODUCCION

El matico de puna (Jungia rugosa Less) es una planta utilizada tradicionalmente en la medicina
popular para tratar diversas afecciones, entre ellas la inflamacion. A pesar de su uso ancestral, se sabe
poco acerca de los compuestos quimicos responsables de su actividad antiinflamatoria y su potencial

uso en la elaboracion de productos farmacéuticos (Gutierréz, 2021, p. 45).

La inflamacién es una respuesta natural del cuerpo ante lesiones o infecciones, pero cuando se
produce una respuesta inflamatoria excesiva o cronica, puede causar dafio a los tejidos y contribuir al
desarrollo de enfermedades crénicas como la artritis, el asma y la enfermedad de Crohn, entre otras.
Por lo tanto, el tratamiento de la inflamacion es de gran importancia en la medicina moderna (Wilches,

2015, p. 33).

En este contexto, la identificacion de compuestos quimicos naturales con actividad antiinflamatoria
se ha convertido en un area de investigacion en constante crecimiento. El uso de plantas medicinales
en la prevencion y tratamiento de enfermedades se ha convertido en una opcidn atractiva debido a la
eficacia terapéutica, el bajo costo y la menor toxicidad en comparacion con los farmacos sintéticos

(Condori, 2018, p. 36).

El presente estudio se enfocd en la identificacion cualitativa de los compuestos quimicos responsables
de la actividad antiinflamatoria del matico de puna (Jungia rugosa Less) y su potencial uso en la
elaboracion de un ungiento a base del extracto alcohdlico de las hojas del matico de puna (Jungia
rugosa Less) para tratar el edema producido en las ratas. Para lograr este objetivo, se llevo a cabo un
tamizaje fitoquimico para identificar los metabolitos secundarios presentes en los tallos y hojas y se

evaluo la actividad antiinflamatoria de los compuestos identificados mediante ensayos in vitro.

Una vez obtenido el mejor extracto se caracteriz6 por Cromatografia de Gases acoplada a la
Espectrometria de Masas donde se identificd que los posibles flavonoides responsables de disminuir
la actividad inflamatoria son la Quercetina y el Phytol. En resumen, este estudio tuvo como objetivo
contribuir al conocimiento de los compuestos quimicos responsables de la actividad antiinflamatoria
del extracto alcohdlico de las hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less) y su potencial aplicacion

en la elaboracion de un ungiento antiinflamatorio.



CAPITULO I

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

Los productos naturales son valorados por los seres humanos como fuente de sustancias activas para
uso medicinal debido a sus sustancias quimicas, generalmente metabolitos secundarios, que actlan

como mecanismo de defensa contra los herbivoros (Andrade, 2019, p. 23).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son uno de los grupos de medicamentos mas utilizados,
con diversos usos terapéuticos como antipiréticos, analgésicos, antiinflamatorios, entre otros. Los
AINE tienen la desventaja de tener diversos efectos secundarios: anorexia, nduseas, dispepsia, dolor

abdominal y diarrea (Enciso E. y., 2011, p. 3).

El uso de plantas medicinales como un reemplazo terapéutico natural a los AINE ha sido siempre
considerado una alternativa razonable a ser estudiada, debido a las evidencias de metabolitos
secundarios, como los flavonoides, que han demostrado efectos antiinflamatorios similares a los

expuestos por los farmacos (Gutierréz, 2021, p. 13).

El matico de puna (Jungia rugosa Less) es una planta medicinal utilizada tradicionalmente para tratar
diversas afecciones, entre ellas, la inflamacion. A pesar de su uso ancestral, se sabe poco sobre los
compuestos quimicos responsables de su actividad antiinflamatoria y su potencial uso en la

elaboracion de productos farmacéuticos (Gutierréz, 2021, p. 17).

Ademas, algunos de los estudios previos han evaluado la actividad de extractos alcohdélico y acuoso
tanto de tallos como de hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less), pero no se ha evaluado la
eficacia de un unglento a base de la misma. Por lo tanto, se plantea la siguiente pregunta: ;Cuales
son los compuestos quimicos responsables de la actividad antiinflamatoria del matico de puna (Jungia
rugosa Less) y como pueden ser utilizados en la elaboracién de un ungliento para tratar la
inflamacion? Para responder a esta pregunta, se llevo a cabo un estudio de tamizaje fitoquimico de
los tres extractos, la elaboracion de un unguento antiinflamatorio y finalmente se evalu6 en ratas la

actividad antiinflamatoria mediante la prueba de edema de pata inducido por carragenina.



1.2. Limitaciones y delimitaciones

1.2.1. Limitaciones

e De la planta: la calidad y cantidad de compuestos quimicos presentes en el matico de puna
(Jungia rugosa Less) pudieron variar debido a factores como la edad de la planta, el climay el suelo
en el que se cultiva. Esto pudo afectar la consistencia y eficacia del ungiiento elaborado a partir de la
planta.

e De los métodos: los métodos de tamizaje fitoquimico y evaluacion de la actividad
antiinflamatoria pudieron presentar limitaciones en cuanto a su sensibilidad y especificidad, lo que
pudo afectar la identificacion de compuestos quimicos y la evaluacion de su actividad
antiinflamatoria.

e En la interpretacion de los resultados: los resultados obtenidos en este estudio se basaron en
pruebas in vitro, lo que significa que su aplicacion en seres humanos puede variar. Por lo tanto, los
resultados no deben extrapolarse sin considerar las posibles limitaciones.

e Bibliograficas: poca informacion bibliografica sobre el matico de puna (Jungia rugosa Less)

para su uso en actividades antiinflamatorias.

1.2.2. Delimitaciones

e De laplanta: este estudio se centré especificamente en el matico de puna (Jungia rugosa Less),
excluyendo otras plantas medicinales utilizadas tradicionalmente para tratar la inflamacion.

e Del tipo de compuestos quimicos: el estudio se enfoc6 en la caracterizacion de compuestos
fitoquimicos de la planta que pudieran tener actividad antiinflamatoria, excluyendo otros compuestos
gue no estén relacionados con esta actividad.

e Delaevaluacion de la actividad antiinflamatoria: se utilizaron ensayos in vitro para evaluar dicha
actividad de los compuestos identificados en la planta, excluyendo otros métodos de evaluacién que

puedan ser mas apropiados para la evaluacion en seres humanos.

1.3. Problema general de investigacion

¢Los extractos etéreo, alcoholico y acuoso del tamizaje fitoquimico de los tallos y hojas del matico

de puna (Jungia rugosa Less) presentaron efectos antiinflamatorios en el unguento formulado?



1.4. Problemas especificos de investigacion

e ;Se pudo identificar la presencia de metabolitos secundarios en los extractos etéreo, alcohdlico
y acuoso de tallos y hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less)?

e (Esimportante caracterizar el extracto que contenga mayor nimero de metabolitos secundarios
responsables de la actividad antiinflamatoria?

e (Se pudo elaborar un unguento a base del extracto alcohdlico de las hojas del matico de puna
(Jungia rugosa Less)?

e (Fue importante evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto alcohdlico de las hojas del

matico de puna (Jungia rugosa Less)?

1.5. Objetivos

1.5.1. Obijetivo general

Realizar el tamizaje fitoquimico y evaluar la actividad antiinflamatoria del matico de puna (Jungia

rugosa Less) para la elaboracion de un ungtiento.

1.5.2. Obijetivos especificos

e Realizar un tamizaje fitoquimico de los extractos etéreo, alcohélico y acuoso de tallos y hojas
del matico de puna (Jungia rugosa Less).

e  Caracterizar el extracto que contenga el mayor nimero de metabolitos secundarios.

e  Elaborar un unguento a base del matico de puna (Jungia rugosa Less).

e  Evaluar la actividad antiinflamatoria del ungiiento.

1.6. Justificacion

Los medicamentos antiinflamatorios pueden interferir en el proceso fisiopatologico de la inflamacion,
para minimizar el dafio tisular y proporcionar mayor bienestar para el paciente, pero pueden
desencadenar una serie de eventos adversos graves como Ulceras de estdbmago, hemorragia
gastrointestinal y complicaciones cardiovasculares (Wilches, 2015, p. 45). Lo anterior ha motivado la

busqueda de tratamientos alternativos naturales para aliviar los procesos inflamatorios.
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Las plantas medicinales constituyen el componente principal de la medicina tradicional que se
practica en todo el mundo debido a la viabilidad econ6mica, accesibilidad y experiencia ancestral. El
interés de su estudio se sustenta, fundamentalmente, en la necesidad que tiene la industria
farmacéutica de encontrar nuevas moléculas prototipo que sirvan para la sintesis de farmacos con
aplicacion clinica. Esta actividad antiinflamatoria de las plantas se asocia a la presencia de

metabolitos secundarios (Angulo, 2020, p. 49).

El matico de puna (Jungia rugosa Less), es una planta de la familia Asteraceae, se emplea entre los
pobladores del Cafiar como cicatrizante para heridas, ulceraciones en la piel (Calvopifia, 2021, p. 38), para

problemas gastricos, para adelgazar, para dolores de muela, para trastornos renales, entre otros usos.

La informacién cientifica sobre la planta aln es limitada y existen pocos antecedentes sobre sus
fitoconstituyentes y actividad bioldgica. Por tal motivo, el presente estudio tuvo el objetivo de evaluar
la composicion quimica cualitativa y la actividad antiinflamatoria del extracto alcohdlico de las hojas

del matico de puna (Jungia rugosa Less).

1.7. Hipdtesis

Ho: El matico de puna (Jungia rugosa Less) presenta metabolitos secundarios responsables de la
actividad antinflamatoria.
Hi: El matico de puna (Jungia rugosa Less) no presenta metabolitos secundarios responsables de la

actividad antinflamatoria.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de investigacion

Para el desarrollo del presente trabajo investigativo se revisaron estudios relacionados por otros
autores en articulos e investigaciones referentes a la tematica sobre el tamizaje fitoquimico de

metabolitos responsables de la actividad antinflamatoria.

El estudio sobre “Efecto antiinflamatorio y antioxidante de los flavonoides de las hojas del matico de
puna (Jungia rugosa Less) en un modelo experimental en ratas” tuvo como objetivo evaluar la
actividad antiinflamatoria y antioxidante de la fraccion flavonica extraida de las hojas del matico de
puna (Jungia rugosa Less), tuvo como resultados que al utilizar la sustancia obtenida la inflamacion
disminuy6 en 43,8%, y los niveles de interleuquinas 1, 6 y PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
lo fueron en 80%, 90% y 78%, respectivamente, al ser comparados con el control (p<0,05), siendo el
efecto dosis dependiente, y brind6 un 97,7% de inhibicion de radicales DPPH (radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo), concluyendo que la fraccion extraida de las hojas del matico de puna

(Jungia rugosa Less) es antinflamatoria y antioxidante (Encisoy Arroyo, 2011, p. 14),.

En Ecuador en la Universidad Técnica de Machala, un estudio sobre “Composiciéon quimica y
actividad antiinflamatoria de extracto de partes aéreas de Portulaca oleracea (verdolaga)” tuvo como
objetivo evaluar la composicion quimica de las partes aéreas de la planta verdolaga y la actividad
antiinflamatoria del extracto etanélico. EI método utilizado fue que los extractos etanélicos (95°) se
elaboraron por percolacién a partir de la droga seca y molida. Inicialmente se comprob0 la calidad de
la droga cruda y del extracto. La composicidon quimica se determind mediante tamizaje fitoquimico,
cromatografia de capa delgada y espectrometria de masas por infusion directa e ionizacién por electro
nebulizacion. Se cuantificé el contenido de fenoles y flavonoides por los métodos de Folin Ciocalteu
y Tricloruro de aluminio empleando rutina y acido galico como patron, respectivamente. Finalmente,
se realiz6 un ensayo preclinico preliminar de la actividad antiinflamatoria del extracto a una dosis de
500 mg/Kg de peso corporal de tres grupos de ratas, siguiendo el método de edema plantar inducido
por carragenina utilizando como control el naproxeno sédico, obteniendo como resultado y
conclusion que la droga cruda y el extracto cumplen con los requerimientos de calidad y contienen

principios activos con posible empleo como agente antiinflamatorio mencionando también que existe
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poca informacién sobre la composicién quimica y actividad farmacolégica de la especies de plantas

en Ecuador (Guzman y Jaramillo 2017).

En Pert en la Universidad Nacional de Mayor de San Marcos un estudio que titula “Identificacion de
metabolitos secundarios y efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de hojas de Chromolaena
leprocephala” tuvo como objetivo evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto de hojas de chilca
negra asi como también el identificar metabolitos secundarios, el método utilizado fue que se realiz6
una identificacion de sus metabolitos secundarios mediante un tamizaje fitoquimico y se evaluo el
efecto antiinflamatorio del extracto mediante el modelo de edema suplantar en ratas a la dosis
suministrada (diclofenaco 50 mg/kg, C. leptocephala 100 mg/kg y 400 mg/kg). Obteniendo como
resultados que dentro de los metabolitos secundarios se encontraron flavonoides, compuestos
fenolicos, alcaloides, entre otros. Con respecto al efecto antiinflamatorio del extracto de la planta, se
encontré efecto en la concentracion de 100 y 400 mg/kg. Llegando a la conclusion que el extracto
etandlico de hojas de Chromolaena leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob. “chilca negra” presento

flavonoides, compuestos fendlicos y alcaloides, que ejercerian efecto antiinflamatorio (Fernéndez et al.
2017, p. 3).

En la Facultad de Ciencias Médicas en la Universidad de Cuba un estudio que titula “Tamizaje
fitoquimico, actividad antiinflamatoria y toxicidad aguda de extractos de hojas de Anmona squamosa
L.”, tuvo como objetivo validar la actividad analgésica y antiinflamatoria de la hoja de la especie en
cuestion, obteniendo como resultado que no hubo evidencia de toxicidad aguda causada por ninguno
de los 2 extractos, en la dosis maxima administrada por via oral y equivalente a 10,0 y 15,67 g de
material vegetal/kg, respectivamente. Estos resultados permitieron validar el empleo y la seguridad
del uso tradicional de la decoccion de hoja fresca de A. squamosa para tratar problemas de salud

relacionados con dolor e inflamacién (Amador y Barreiro 2006).

2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es una técnica que se basa en la identificacion de los compuestos quimicos

presentes en los extractos de plantas y otros productos naturales. Esta técnica se lleva a cabo mediante

una serie de pruebas y analisis quimicos bien establecidos que permiten identificar los metabolitos



secundarios extraidos de los extractos. Los extractos se obtienen a través de diferentes solventes con

diferentes polaridades, como agua, acetona, alcohol, cloroformo y éter.

Aungue existen técnicas avanzadas para la identificacion de los metabolitos de las plantas, el tamizaje
fitoquimico sigue siendo una técnica confiable y ampliamente utilizada en la investigacion de
productos naturales. Esta técnica proporciona informacion preliminar sobre la composicion quimica
de los extractos de plantas, lo que puede ser (til en la seleccidn de plantas con potencial terapéutico.
Ademas, el tamizaje fitoquimico también puede utilizarse para detectar la presencia de compuestos
especificos, como alcaloides, flavonoides, terpenos y otros, que pueden estar asociados con las

propiedades medicinales de las plantas (Teréan, 2021, p. 43).

Para el método de extraccidn se puede ocupar plantas frescas, secas, semisecas 0 fermentadas, el
proceso consiste en separar las sustancias y como resultado se obtiene 2 componentes, primero el
extracto en si y segundo el residuo. La manera mé&s comun de obtener los extractos es utilizando
solventes, estos pueden ser éter, alcohol y agua. La técnica consiste en dejar la planta seca molida en
contacto con cada uno de los solventes a temperatura ambiente en un lapso de 3 a 10 dias (Martinez,

Martinez, & Escalona, 2012, p. 21).

Extracto Etéreo es un extracto que utiliza el éter como vehiculo. El extracto Alcohdlico se obtiene de
la maceracion de la planta en etanol (alcohol etilico) por lo que solo se extrae los compuestos solubles

en este alcohol y el extracto Acuoso se obtiene de la maceracién de la planta en agua.

2.2.2. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son moléculas pequefias 0 compuestos organicos producidos por las
plantas. Sin embargo, no estan directamente involucrados en su desarrollo, crecimiento normal y
reproduccion. En cambio, median ciertas funciones que aumentan su supervivencia y fecundidad

(capacidad reproductiva).

Estos compuestos se encuentran distribuidos de manera diferencial entre los distintos grupos
taxondmicos y poseen propiedades bioldgicas, muchas veces relacionadas con su funcion ecolégica.
Por esta razon, los metabolitos secundarios de las plantas son ampliamente utilizados en diferentes
aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros (Mas

Toro, 2017, p. 8).



2.2.3. Compuestos fitoquimicos antiinflamatorios

Se pueden encontrar sustancias biolégicamente activas conocidas como compuestos fitoquimicos en
los alimentos de origen vegetal, que les dan su color, aroma y sabor caracteristicos. A diferencia de
los nutrientes esenciales para la vida, los compuestos fitoquimicos no son necesarios para la
supervivencia, pero pueden tener efectos beneficiosos en la salud humana, algunos metabolitos
secundarios tienen propiedades antiinflamatorias que pueden ayudar a mantener el equilibrio entre la
inflamacion y la anti-inflamacién en el cuerpo, y pueden ser Gtiles como complemento en el

tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas no transmisibles (Cuevas, 2022, p. 9).

2.2.3.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios de las plantas y se sintetizan por varias rutas
metabdlicas siendo la mas comun a partir del acido shikimico. Aunque los factores ambientales
también juegan un papel importante en su sintesis. Los compuestos fen6licos son abundantes en
alimentos de pigmentacion oscura y colorida, como frutas, verduras y especias, y tienen la capacidad
de interferir en procesos bioquimicos y metabdlicos asociados con enfermedades inflamatorias.
Ademas, pueden inhibir la actividad mutagénica y activar procesos antivirales, detoxificantes y
antioxidantes. Se recomienda que la ingesta diaria de acidos fendlicos totales de origen natural no

supere los 100 mg al dia (Gozalez, 2017).

Los compuestos fendlicos incluyen todas las sustancias que contienen multiples grupos funcionales
fenol unidos a estructuras aromaticas o alifaticas, y algunos compuestos fenélicos de la familia de los
acidos fenoles son monofenoles. Los polifenoles se pueden clasificar de varias maneras debido a su
gran diversidad estructural, como tirosol, apigenina, lignano, cido siringico (llustracion 2-1). Hay
dos grupos de polifenoles segun su estructura quimica: los no flavonoides y los flavonoides. Los no
flavonoides se dividen en dos subgrupos: fenoles no carboxilicos (C6, C6-C1, C6-C3) y &cidos
fenoles derivados del acido benzoico. Los flavonoides estan formados por dos grupos bencénicos
unidos por un puente tricarbonado (antocianos, flavonas, flavononas, flavanoles y lignanos) (Martin,

2018).
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llustracion 2-1: Estructuras de compuestos fendlicos
Fuente: (Gimeno, 2004)

La fraccion de compuestos fendlicos presente en los alimentos es muy compleja, algunos de los cuales
ain no han sido identificados. La cantidad de polifenoles en los alimentos también varia
considerablemente debido a factores como la variedad o el grado de madurez del vegetal. Ademas, la
biodisponibilidad de estos compuestos es muy variable ya que muchos de ellos son metabolizados
por microorganismos del colon antes de ser absorbidos. Existen dos rutas basicas para la biosintesis
de compuestos fendlicos: la ruta del acido shikimico y la ruta del acido mal6nico. La ruta del &cido
maldnico es importante para la sintesis de fenoles en hongos y bacterias, pero se utiliza poco en
plantas superiores. La mayoria de los compuestos fendlicos de las plantas se sintetizan a través de la
ruta del acido shikimico, que comienza con la eritrosa-4-P y el acido fosfoenolpirdvico y lleva a la
sintesis de acido shikimico y aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, triptéfano y tirosina

(Guillamon, 2018, p. 6).
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llustracion 2-2: Rutas de sintesis de compuestos fendlicos

Fuente: (Avalos y Pérez, 2009)



2.2.3.2. Compuestos alcaloides

Los alcaloides son un tipo de metabolito especializado y se han identificado alrededor de 21,000
compuestos en el 20% de las plantas, son moléculas nitrogenadas de bajo peso molecular con una
amplia variedad de estructuras quimicas y actividades bioldgicas, incluyendo efectos

antiinflamatorios y anticancerigenos (Aguiar, 2017).

Actualmente, la funcién de los alcaloides en las plantas se justifica por su importancia ecoldgica, ya
que actlian como barrera quimica contra patégenos vegetales, herbivoros y también como reservas de
nitrégeno. Los alcaloides son un grupo extenso de méas de 15.000 metabolitos secundarios que
comparten tres caracteristicas: solubilidad en agua, presencia de al menos un atomo de nitrégeno en
su estructura y actividad biol6gica. La mayoria son heterociclicos, aunque algunos son alifaticos
nitrogenados (no ciclicos), como la mezcalina o la colchicina. Estos compuestos se encuentran en
aproximadamente el 20% de las plantas vasculares, siendo la mayoria de ellas dicotiledoneas

herbaceas (Alegria, 2017, p. 17).

Los alcaloides son compuestos son producidos principalmente por plantas, como una forma de
adaptacion al ambiente y a menudo estan relacionados con procesos de defensa e inmunidad. El uso
de estas sustancias con fines terapéuticos es antiguo, ya que algunos alcaloides han sido utilizados
por sus propiedades analgésicas, vasodilatadoras o estimulantes. Los alcaloides vegetales, en
particular los pertenecientes al grupo isoguinolinicos (1Q), han sido ampliamente estudiados por sus
efectos antiinflamatorios tanto in vitro como in vivo, lo que los convierte en un area de gran interés

en la investigacion médica (German, 2019).
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lHustracion 2-3: Estructura quimica de alcaloides isoquinolinicos derivados de reticulina
Fuente: (Olive, 2019)

2.2.3.3. Compuestos terpenoides

Se denomina terpenos o isoprenoides a un grupo de compuestos que forman parte de la familia méas
grande de los productos naturales en su estructura se encuentran unidades isoprenicas. Los terpenos
se pueden encontrar principalmente en alimentos de color verde, en productos derivados de la sojay

en cereales (Delgadillo, 2021).

Tabla 2-1: Propiedades beneficiosas de los compuestos terpenoides

Compuestos fitoquimicos Propiedades
Iridoides Amebicida

Antiinflamatoria

Antimicrobiana

Terpenos Saponinas Anticancerigena
Antiinflamatoria

Hipocolesterolemiante
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Carotenoides Antioxidante

Prevencién de degeneracion macular

Prevencion de enfermedades cardiovasculares

Fuente: (Gallegos 2019).

2.2.3.4. Iridoides

Un grupo de compuestos llamados iridoides comprende una serie de monoterpenos biciclicos (C10)
que se derivan del geraniol de manera biosintética. Estos compuestos tienen un esqueleto comin de
atomos de carbono, el cual se conoce como iridano y consiste en 1-isopropil-2,3-dimetilciclopentano.
El nacleo iridano suele estar fusionado con un heterociclo formado por seis atomos, uno de los cuales
es oxigeno, lo que se denomina iridoide. EI nombre proviene de su primer descubrimiento en
hormigas del género Iridomirmex. Los iridoides tienen diversas propiedades beneficiosas, incluyendo
la capacidad de mejorar la funcion hepética y estimular la excrecion de acidos biliares, asi como

actividades antimicrobianas, antitumorales, antivirales y antiinflamatorias (Sol, 2021).

1 11 1"
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g - g 02 b, OH
E. a il T q ™ I-E g
! 1 ! 1 ! 1
10 10 10
2-ouahbiciclo-4,3,0]-nonano seco-iridoides derivados de indoides

lHustracion 2-4: Tipos de iridoides y su numeracion
Fuente: (Rios, 2015)

2.2.3.5. Saponinas

Las saponinas son un grupo de metabolitos secundarios compuestos por un anillo terpenoide o
esteroidal, conocido como aglicona o sapogenina, que estan sustituidos por oligosacaridos a través de
enlaces glucosidicos. Esta estructura les confiere un caracter anfifilico y se pueden encontrar
saponinas mono, di o triglicésidas, también llamadas mono, di o tridesmosidicas, segun el nimero de
sustituciones. Los oligosacaridos unidos son principalmente pentosas, hexosas o acidos urénicos. Las
saponinas son glicésidos hidrosolubles con propiedades tensoactivas y hemoliticas debido a su

naturaleza anfifilica. También tienen una amplia actividad bioldgica y farmacoldgica, incluyendo
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efectos como piscicida, insecticida, anti-protozoario, antiinflamatorio, leishmanicida,
antitrichomonas, antiagregante plaquetario, broncolitico, hipocolesterolémico y citotoxico contra

varias neoplasias (Gallegos 2019).

L
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Enlace glucosidicn

llustracién 2-5: Estructura general de una Saponina
Fuente: (Gallegos 2019).

2.2.3.6. Carotenoides

Los carotenoides son compuestos tetraterpénicos que contienen multiples unidades de isopreno y un
anillo de ciclo hexano insaturado y sustituido en cada uno de los extremos. Existen dos tipos: los
carotenos, que carecen de oxigeno en sus anillos terminales, y las xantofilas, que si lo tienen. Los
carotenoides pueden contener diversos grupos oxigenados, como hidroxi y epoxi, asi como aldehido,
ceto, carboxi, carbometoxi y metoxi. Se han identificado mas de 600 carotenoides, pero su presencia
en los alimentos es limitada. Son pigmentos liposolubles que se sintetizan de forma natural en plantas,
algas y bacterias fotosintéticas. Son sensibles al oxigeno, metales, &cidos, perdxidos, calor, luzy a las
lipoxigenasas. Algunos de ellos pueden actuar como provitamina Ay ser convertidos en retinol por
los animales. Se estima que alrededor de 50 carotenoides son precursores de la vitamina A, segun su

estructura (Sol, 2021, p. 11).
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B-CamBeno

lustracién 2-6: Estructuras de las que derivan los carotenoides lineales y ciclicos

Fuente: Sanchez et al. 1999.

2.2.3.7. Compuestos flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales que se encuentran en todas las plantas y protegen al cuerpo
contra dafios causados por agentes oxidantes como los rayos ultravioletas, la polucién y sustancias
guimicas en los alimentos. El cuerpo humano no puede sintetizar estos compuestos por si mismo, por
lo que deben ser obtenidos a través de la dieta o suplementos. Los flavonoides contienen grupos
hidroxilo fendlicos variables en su estructura, lo que les confiere una fuerte capacidad antioxidante y

excelentes propiedades para quelar metales de transicion como el hierro (Delgadillo, 2021, p. 35).

Los flavonoides son moléculas pequefias que tienen una estructura basica de difenil-pirano (C6-C3-
C6), formada por dos anillos de fenilo (A y B) unidos a través de un anillo C de pirano (heterociclico).
Los atomos de carbono en los anillos A 'y C se numeran del 2 al 8, mientras que los del anillo B se
numeran del 2' al 6'12 (ver llustracion 2-7). La actividad antioxidante de los flavonoides depende de
las propiedades redox de sus grupos hidroxifenélicos y de la relacion estructural entre las diferentes
partes de la estructura quimica. Esta estructura basica permite una variedad de patrones de sustitucion
y variaciones en el anillo C, lo que lleva a la clasificacion de los flavonoides en cuatro grupos

principales: flavonas, flavonoles, flavanonas y antocianidinas (ver llustracion 2-7) (Sol, 2021).
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Antocianidina

Flavona Fravonal

llustracién 2-7: Tipos y Estructura de los Flavonoides
Fuente: (Gallegos et al. 2019)

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en cerveza, vino, té
verde, té negro y soja, los cuales son consumidos en la dieta humana de forma habitual y también
pueden utilizarse en forma de suplementos nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales. Los
flavonoides se encuentran también en extractos de plantas como ardndano, brocoli, manzanas, coles
de Bruselas, naranja, cacao, etc. En general los flavonoides desempefian un papel de suma
importancia en la biologia vegetal debido que responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas

reguladoras del crecimiento y diferenciacién de las plantas (Delgadillo, 2021).

2.2.4. Matico de puna (Jungia rugosa Less)

Es una especie de planta herbacea perenne que pertenece a la familia de las Asteraceae. Es originaria
de Sudamérica y se puede encontrar en paises como Brasil, Colombia, Ecuador, Per(, Bolivia y
Argentina. Esta planta crece en zonas de bosques y matorrales, y también en areas perturbadas como
bordes de caminos y terrenos baldios. Se caracteriza por tener un tallo erecto, delgado y ramificado
que puede alcanzar hasta los 2 metros de altura. Las hojas son alternas, simples, de forma ovalada y
con bordes dentados. Las flores son pequefias y de color amarillo, y se agrupan en inflorescencias en

forma de corimbos.

El matico de puna (Jungia rugosa Less) es conocida por sus propiedades medicinales. Se utiliza
tradicionalmente en la medicina popular para tratar una amplia variedad de dolencias, como
inflamaciones, fiebre, dolores de cabeza y reumatismo. Se cree que sus propiedades medicinales se
deben a la presencia de compuestos quimicos como alcaloides, flavonoides y terpenos. Ademas, el
matico de puna (Jungia rugosa Less) tiene un importante valor ecol6gico, ya que proporciona

alimento y refugio a una gran diversidad de especies de insectos y aves. Sin embargo, debido a la
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pérdida de habitat y la degradacion del medio ambiente, esta especie se encuentra amenazada en

algunas areas de su distribucion natural (Wilches, 2015, p. 19).

2.2.4.1. Usos medicinales

El matico de puna (Jungia rugosa Less) se ha utilizado en la medicina tradicional para tratar una
variedad de dolencias en diferentes partes del mundo (Condori, 2018). A continuacion, se mencionan
algunos de los usos medicinales mas comunes de esta planta:

e Problemas digestivos: Las hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less) se han utilizado en la
medicina tradicional china para tratar problemas digestivos como la diarrea, la disenteria y la
indigestion. Se cree que sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes pueden ayudar a aliviar la
inflamacion en el tracto digestivo.

e Antiinflamatorio: La planta ha sido utilizada tradicionalmente como antiinflamatorio en la
medicina ayurvédica. También se ha utilizado para aliviar la inflamacién en la piel.

e Antipirético: La infusion de hojas y flores del matico de puna (Jungia rugosa Less) se ha
utilizado para reducir la fiebre.

e Analgésico: En la medicina tradicional de la India, se ha utilizado para aliviar el dolor de cabeza,
los dolores menstruales y las dolencias relacionadas con los huesos y las articulaciones.

e Inmunomodulador: La planta ha sido utilizada tradicionalmente para estimular el sistema
inmunologico y para tratar enfermedades infecciosas (Acosta, 2019).

Aunque se han utilizado extractos del matico de puna (Jungia rugosa Less) en la medicina tradicional,
se necesitan mas estudios para determinar su seguridad y eficacia. Como con cualquier suplemento o
medicamento, es importante hablar con un profesional de la salud antes de usarlo para tratar cualquier

dolencia (Acosta, 2019).

2.2.4.2. Clasificacion taxondmica

Tabla 2-2: Clasificacion taxondmica del matico de puna

Familia ASTEREACEAE
Especie Jungia rugosa Less
Estado Fértil

Fuente: Herbario Politécnica Chimborazo (CHEP), (Ver Anexo 1)
Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023
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lustracion 2-8: Planta del matico de puna (Jungia rugosa Less)
Fuente: (Acosta, 2019)

2.2.5. Compuestos fitoquimicos en el matico de puna (Jungia rugosa Less)

Los estudios realizados han demostrado que contiene una amplia variedad de compuestos
fitoquimicos, que incluyen flavonoides, terpenos, &cidos fendlicos y alcaloides. Se han identificado
flavonoides como la quercetina, la rutina y el &cido clorogénico, asi como terpenos como acido
ursolico y acido oleandlico, entre otros (Wilches, 2015). Estos compuestos se encuentran en diferentes

partes de la planta, como hojas, tallos y raices.

Los estudios previos sugieren que los compuestos fitoquimicos presentes en el matico de puna
(Jungia rugosa Less) pueden tener propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas y
antitumorales. Los flavonoides, por ejemplo, se han demostrado tener propiedades antiinflamatorias
y antioxidantes, lo que los convierte en un buen candidato para el desarrollo de productos
farmacéuticos y cosméticos. Los terpenos, por otro lado, tienen propiedades antimicrobianas y

antitumorales, lo que indica su potencial uso en la industria farmacéutica.
En general, el conocimiento de los compuestos fitoquimicos presentes en matico de puna (Jungia

rugosa Less) es importante para entender sus propiedades medicinales y su potencial uso en la

elaboracién de medicamentos y productos cosméticos (Wilches, 2015).
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2.2.6. Actividad antiinflamatoria de plantas medicinales

Las plantas medicinales han sido utilizadas desde tiempos antiguos para tratar diversas enfermedades
y dolencias, entre ellas la inflamacion. La actividad antiinflamatoria de las plantas medicinales se
debe a la presencia de compuestos fitoquimicos, tales como flavonoides, terpenoides, alcaloides,
acidos fendlicos y esteroides. Estos compuestos pueden actuar sobre diferentes mecanismos
implicados en la inflamacion, como la produccion de citoquinas proinflamatorias, la actividad de

enzimas inflamatorias y la inhibicion de la expresion de genes relacionados con la inflamacion
(Ramirez, 2020, p. 8).

Diversos estudios han demostrado la actividad antiinflamatoria de plantas medicinales utilizadas en
diferentes partes del mundo. Por ejemplo, en la medicina tradicional china se utiliza la raiz de
Scutellaria baicalensis para tratar enfermedades inflamatorias, como la artritis reumatoide y la
dermatitis. Los estudios han demostrado que los flavonoides presentes en la raiz de Scutellaria
baicalensis pueden inhibir la produccion de citoquinas proinflamatorias y la actividad de enzimas

inflamatorias (Gémez, 2011, p. 3).

Otra planta medicinal con actividad antiinflamatoria es la circuma (Curcuma longa), utilizada en la
medicina tradicional india. La curcumina, el compuesto activo principal de la circuma, ha
demostrado tener efectos antiinflamatorios en diversos estudios, al inhibir la produccion de citoquinas
proinflamatorias y la actividad de enzimas inflamatorias. En América Latina, la catuaba (Trichilia
catigua) es una planta medicinal utilizada en la medicina tradicional para tratar diversas dolencias,
incluyendo la inflamacion. Los estudios han demostrado que los compuestos quimicos presentes en
la catuaba tienen actividad antiinflamatoria al inhibir la produccién de citoquinas proinflamatorias

(Chiclana, 2009, p. 15).

2.2.7. Unguentos

Los ungientos a base de plantas medicinales son una forma popular de administracion de plantas
medicinales tdpicas. Estos ungientos se elaboran mezclando extractos de plantas medicinales con
una base ungliento, como vaselina, lanolina o cera de abejas. Los unguentos a base de plantas
medicinales se han utilizado tradicionalmente para tratar una amplia variedad de dolencias, como

heridas, quemaduras, inflamaciones y afecciones de la piel (Ledn, 2010).
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2.2.8. Formulacién de unglientos a base de plantas medicinales

La formulacion de ungiientos a base de plantas medicinales puede variar dependiendo de la finalidad
del producto. Por ejemplo, para la formulacién de un ungliento para el tratamiento de afecciones de
la piel, se pueden utilizar plantas medicinales con propiedades antiinflamatorias, cicatrizantes y
antimicrobianas. En cambio, para la formulacién de un unglento para el tratamiento de dolencias
musculares y articulares, se pueden utilizar plantas medicinales con propiedades analgésicas y

antiinflamatorias (Ceron, 2021, p. 5).

La eleccion de la base ungliento también es importante en la formulacion de ungientos a base de
plantas medicinales. La vaselina es una base ungliento comin utilizada en la formulacion de
unglientos, ya que tiene una textura suave y es facil de mezclar con extractos de plantas medicinales.
La lanolina es otra base ungiiento comuln utilizada en la formulacion de unglentos, ya que tiene
propiedades hidratantes y puede ayudar a proteger la piel. La cera de abejas también se utiliza como
base ungtiento en la formulacion de ungientos, ya que tiene propiedades antibacterianas y puede

ayudar a mejorar la consistencia del producto (Ceron, 2021, p. 6).

20



CAPITULO 11l

3. MARCO METODOLOGICO

3.1.  Enfoque de la investigacion

La investigacion presentd dos partes de estudio, en la primera etapa se realizd un tamizaje fitoquimico
de tres extractos; etéreo, alcoholico y acuoso tanto de tallos y de hojas del matico de puna (Jungia
rugosa Less), con lo cual se evalud su presencia 0 ausencia de metabolitos secundarios; para la
segunda etapa se formulé un ungiento a base del extracto que mayor metabolitos secundarios

presentd para finalmente evaluar su efectividad en la disminucion del edema provocado en las ratas.

3.2.  Nivel de investigacion

El nivel de investigacion fue de tipo experimental, el desarrollo del tamizaje sirvié para conocer los
metabolitos secundarios presentes en el matico de puna (Jungia rugosa Less). Ademas, tuvo una parte
descriptiva ya que con la presencia de ciertos metabolitos secundarios detectados por las pruebas de

laboratorio se pudo comprobar su actividad antiinflamatoria.

3.3. Disefio de investigacion

El estudio investigativo present6 2 disefios experimentales, primero se utilizé un disefio experimental
del coeficiente de alfa de Cronbach como medida de confiabilidad para verificar que cada compuesto
que forma parte de la formulacion del ungiiento se encuentre en la cantidad correcta para obtener un

unglento de caracteristicas ideales que cumpli6 con la actividad antiinflamatoria que se propuso.

Segundo se utiliz6 un disefio Completamente Aleatorio, disefio que sirvi6 para poder comparar las 3
concentraciones del ungiiento a base del extracto alcohdlico de las hojas de matico de puna (Jungia
rugosa Less) con concentraciones de 50%, 70%, 90% vs un grupo denominado blanco para evaluar

la posible disminucion del edema provocado en el modelo utilizado en ratas.

3.3.1. Segun la manipulacién o no de la variable independiente
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La presente investigacion es de caracter experimental, el objetivo fue poner a prueba la hipétesis
alterna que permitié manipular las variables independientes (extractos: etéreo, alcohdlico y acuoso)
para saber cuél de ellos presentaba mayor efecto antiinflamatorio.

3.3.2. Segun el tipo de inferencia

La presente investigacion fue de tipo hipotético-deductiva se bas6 en una idea de induccion-
deduccidn-induccién estableciendo una hipdtesis alterna y comprobando o refutando a partir de un
fendmeno observado cémo fueron pruebas de laboratorio (tamizaje fitoquimico) para posteriormente
comprobar con el método de edema de pata inducida por carragenina.

3.4. Tipo de estudio

El tipo de estudio fue aplicado, razon por la que la formulacion del ungliento a base del extracto
alcohélico de las hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less) sirvio para aplicarla a la realidad
después de comprobar su efecto antiinflamatorio.

3.5.  Poblacién y planificacion, seleccion y calculo del tamafio de la muestra

3.5.1. Poblacion de estudio

Estudio fitoquimico: tallos y hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less).

Estudio farmacoldgico: ratas de laboratorio.
3.5.2. Tamafio de la muestra
El tamafio de la muestra para el estudio fitoquimico fue constituido por 1350 gramos de tallos y 1800

gramos de hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less).

Ademas, para el estudio farmacoldgico se utilizaron 15 ratas de laboratorio.

3.6. Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion
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3.6.1. Meétodo de muestreo

Las muestras del matico de puna (Jungia rugosa Less) utilizadas en este estudio se recolectaron en la
Comunidad El Toldo de la parroquia Quimiag, de la provincia de Chimborazo, Ecuador. Se eligio
esta ubicacion debido a la alta prevalencia de esta especie vegetal en la zona, asi como a su uso

tradicional en la medicina popular para tratar afecciones inflamatorias.

Para el muestreo, se siguieron los siguientes procedimientos: se identificaron las areas donde la
especie se encontraba con mayor frecuencia, se eligieron aleatoriamente varias plantas de diferentes
areas de la comunidad, se recolectaron los tallos y las hojas de la planta, y se guard6 en bolsas de

plastico etiquetadas con la fecha y la ubicacion de la recoleccion.

Las muestras se trasladaron inmediatamente al laboratorio de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo (ESPOCH) para su procesamiento. Se realizaron pruebas de autenticidad y se eliminaron
las muestras que no correspondian a la especie buscada. Posteriormente, se procedi6 a la limpieza,
secado y molienda de las muestras para la realizacién del tamizaje fitoquimico y la extraccién de los
compuestos bioactivos. Es importante destacar que se obtuvo el permiso correspondiente de las
autoridades de la comunidad y se respetaron todas las normas éticas y legales en el proceso de

recoleccion de las muestras.

3.6.2. Técnicas de recoleccion de datos

La técnica de tamizaje fitoquimico se llevé a cabo mediante la extraccion de los compuestos
bioactivos presentes en las muestras del matico de puna (Jungia rugosa Less). Para ello, se utilizé la
técnica de maceracion, que consiste en sumergir las muestras en solventes etéreo, alcoholico y acuoso
durante un periodo de tiempo determinado. Posteriormente, se procedié a la filtrar y evaporar el
solvente, obteniendo asi los extractos de las muestras. Estos extractos se sometieron a un tamizaje
fitoquimico para la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en las muestras. En los
ensayos in vitro, se evalu la capacidad del extracto alcohdlico de las hojas del matico de puna (Jungia
rugosa Less). En los ensayos en las ratas de laboratorio, se evalud la capacidad de los extractos para

reducir la inflamacién en modelos animales de inflamacion.

3.6.3. Instrumentos
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3.6.3.1. Materiales

e  Agitador o varillas de vidrio

e  Probetas de 100 ml e Pinzas metalicas

e  Matraz Erlenmeyer de 250 ml e Botellas Ambar

e  Tubos de ensayo de 10 ml e  Pipetas Pasteur

e Pipetasdel,2,5y10ml e  Gradillas

o  Papel Kraft e  Embudo Biichner

e Papel filtro e Malla de asbesto

e  Propipetas e Vasos de precipitacion de 400 y 500 ml
e Pisetas e Kitasato

o  Espatulas

3.6.3.2. Equipos e Etanol 96°

e Hidroxamato férrico
e Balanza analitica e  Tira de magnesio
e Estufa e Reactivo de Mayer
e Rotavapor e Reactivo de Wagner
e  Molino de laboratorio e Cloroformo
e Bomba de presion e  Eter etilico
e Reverbero e  Alcohol amilico
e FISONS MD-800 con una columna DB-
5MS

3.6.3.3. Reactivos

e Reactivo de Libermann-Burchard

e Acido clorhidrico e Reactivo de Bajlet
e Agua destilada e  Alcohol cetilico
e  Cloruro férrico e Acido esteérico

e Reactivo Dragendorff

3.7. Disefio del experimento
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3.7.1. ldentificacion taxonémica

Los tallos y hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less), fueron trasladados al Area Herbaria de la

ESPOCH para su identificacion taxondmica.

3.7.2. Secado de las hojas y tallos de Jungia rugosa Less

Para poder trabajar con la planta del matico de puna (Jungia rugosa Less) se seleccioné y elimind las

impurezas de las hojas y los tallos, utilizando agua destilada. Posteriormente, se colocaron en papel

Kraft para ser llevados a la estufa a una temperatura de 40° con el objetivo de no alterar los

metabolitos.

3.7.3. Obtencién de extractos

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

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

[
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

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

FILTRAR
]

RACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Medir volumen y calcular concentracion|

lustracion 3-1: Extraccion de material vegetal para la aplicacion de tamizaje fitoquimico
Fuente: (Cuéllar y Miranda, 2014)
3.7.3.1. Extraccién etérea de hojas y tallos del matico de puna (Jungia rugosa Less)
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Una vez secas las hojas, se molieron y se pesaron 200 gramos en la balanza analitica. Se adicion6 un
promedio de 400 ml de éter etilico y se procedid a envasar y rotular la muestra en un frasco &mbar.
Luego, se dejo a maceracion por 48 horas. De la misma manera se procedié con los tallos, se pesé
300 gramos. Después del tiempo estimado, se filtré el extracto del matico de puna (Jungia rugosa
Less) con papel Whatman N° 40, obteniendo un nuevo volumen de extracto etéreo, el mismo que se

obtuvo sirvio para los analisis posteriores.

3.7.3.2. Extraccién alcohdlica de hojas y tallos del matico de puna (Jungia rugosa Less)

Para la obtencion del extracto alcohdlico de las hojas secas del matico de puna (Jungia rugosa Less)
se pesaron 200 gramos en la balanza analitica. Se adicion6 un promedio de 400 ml de alcohol etilico
y se procedi6 a envasar y rotular la muestra en un frasco ambar. Luego, se dejé a maceracion por 48
horas. De la misma manera se procedio con los tallos, se pesé 300 gramos. Después del tiempo
estimado, se filtrd el extracto del matico de puna (Jungia rugosa Less) con papel Whatman N° 40,
obteniendo un nuevo volumen de extracto alcohdlico, el mismo que se obtuvo sirvié para los anélisis

posteriores.

3.7.3.3. Extraccion acuosa de hojas y tallos del matico serrano (Jungia rugosa Less)

Una vez secas las hojas, se molieron y pesaron 200 gramos en la balanza analitica, en el caso de los
tallos, se pesaron 300 gramos. Se adicioné un promedio de 400 ml de agua destilada y se procedi6 a
envasar y rotular las muestras en frascos ambar. Luego, se dejaron a maceracion por 48 horas.
Después del tiempo estimado, se filtraron los extractos del matico de puna (Jungia rugosa Less) con
papel Whatman N° 40, obteniendo un nuevo volumen de extracto acuoso del matico de puna (Jungia

rugosa Less). Los extractos que se obtuvieron sirvieron para los analisis posteriores.

3.7.4. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realiz6 con el objetivo de identificar la presencia de determinados
metabolitos secundarios, dependientes de sus caracteristicas estructurales y solubilidad, que

permitieron su identificacion.

3.7.4.1. Extracto etéreo
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EXTRACTO ETEREO

DIVIDIR EN FRACCIONES

ENSAYOS DE DRAGENDORFF ENSAYO DE BALIET
MAYER Y WAGNER (LACTONAS Y CUMARINAS)
(ALCALOIDES)

EN5AYO DE LBERMANN-BUCHARD
(TRITERPENOS-ESTEROIDES)

lHustracion 3-2: Esquema de las reacciones a realizar en el extracto de éter etilico
Fuente: (Cuéllar & Miranda, 2014)

. Identificacion de alcaloides

Ensayo de Dragendorff: Si la alicuota del extracto esta disuelta en un solvente organico, este debe
evaporarse en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en agua.
Con la solucién acuosa acida se realiz6 el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff, si
hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++) y si hay precipitado color

rojo o anaranjado, es positivo (Cuéllar y Miranda, 2014).

Ensayo de Mayer: Se precedié de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucién &cida.
Se afiadi6 una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Se afiadi6 2 6 3 gotas de la solucion
reactiva de Mayer, si se observa opalescencia (+), Turbidez definida (++), precipitado coposo (+++)

(Cuéllar y Miranda, 2014).

Ensayo de Wagner: Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion &cida, afiadiendo 2 6

3 gotas del reactivo, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++).

) Identificacion de triterpenos

Ensayo de Libermann-Burchard: Si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1mL de cloroformo. Se adiciona
1mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3
gotas de acido sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de
coloracion: 1) rosado-azul muy rapido, 2) verde intenso-visible, aunque rapido y 3) verde oscuro-

negro-final de la reaccion.
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El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades importantes de
estos compuestos. La reaccién de Liebermann-Burchard se emplea también para diferenciar las
estructuras esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloraciones azules o azul
verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o purpura. Estas coloraciones pueden
variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y esteroides saturados que puedan estar

presentes (Cuéllar y Miranda, 2014).

o Identificacion de lactonas y cumarinas

Ensayo de Baljet: Si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el solvente
en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1mL). En estas condiciones se
adiciona 1mL del reactivo, considerandose un ensayo positivo la aparicion de coloracién o

precipitado rojo (Cuéllar y Miranda, 2014).

3.7.4.2. Extracto alcohélico

EXTRACTO ALCOHOLICO

DIVIDIR EN FRACCIOMES

ENSAYO IIZ)E LA ESPUMA ENSAYO [;E BALJET
(SAPONINAS) (LACTONAS)
ENSAYO DE SHINODA ENSAYO DE
(FLAVOMNOIDES}) CIF3
(FENOLES Y TANINOS)

ENSAYO DE DRAGENDORFF ENSAYO LIBERMANN-BUCHARD
MAYER ¥ WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

llustracion 3-3: Esquema de las reacciones a realizar en el extracto alcohdlico
Fuente: (Cuéllar y Miranda, 2014)

) Identificacion de saponinas

Ensayo de espuma: Si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en agua
y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos. El ensayo se considera positivo si aparece
espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos

(Cuéllar y Miranda, 2014).
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) Identificacion de triterpenos-esteroides

Ensayo de Libermann-Burchard: Si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona
1 mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayos se dejan resbalar 2-3
gotas de &cido sulfurico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un cambio rapido de
coloracion: rosado-azul muy rapido, verde intenso-visible, aunque rapido y verde oscuro-negro-final
de la reaccion. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado tiene cantidades
importantes de estos compuestos. La reaccion de Liebermann-Burchard se emplea también para
diferenciar las estructuras esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloraciones
azules o azul verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o purpura. Estas
coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y esteroides

saturados que puedan estar presentes (Cuéllar y Miranda, 2014).

. Identificacion de alcaloides

Ensayo de Dragendorff: Si la alicuota del extracto esta disuelta en un solvente orgénico, este debe
evaporarse en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1mL de acido clorhidrico al 1 % en agua.
Con la solucion acuosa 4cida se realiza el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff, si
hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++) y si hay precipitado color

rojo o anaranjado, es positivo (Cuéllar y Miranda, 2014).

Ensayo de Mayer: Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucion &cida.
Afiada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada 2 6 3 gotas de la solucion reactiva

de Mayer, si se observa opalescencia (+), Turbidez definida (++), precipitado coposo (+++).

Ensayo de Wagner: Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucién &cida, afiadiendo 2 6
3 gotas del reactivo, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++)

(Cuéllar y Miranda, 2014).

. Identificacion de flavonoides

Ensayo de Shinoda: Se diluye con 1mL de &cido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de

magnesio metalico. Después de la reaccidn se espera 5 minutos, se afiade 1mL de alcohol amilico, se
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mezclan las fases y se deja reposar hasta que se separen. El ensayo se considera positivo, cuando el
alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos (Cuéllar y

Miranda, 2014).

o Identificacion de fenoles y taninos

Ensayo de cloruro férrico: A una alicuota del extracto alcoholico se le adicionan 3 gotas de una
solucidn de tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisiolégica (cloruro de sodio al 0.9% en agua).
Un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion general: desarrollo de una coloracion rojo-
vino, compuestos fendlicos en general, desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo
pirocatecolicos y desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogaloténicos.

. Identificacion de lactonas

Ensayo de Baljet: Se adiciona 1mL del reactivo, considerandose un ensayo positivo la aparicion de

coloracion o precipitado rojo.

3.7.4.3. Extracto acuoso

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

ENSAYOS DE DRAGENDORFF ENSAYQ DE ESPUMA
MAYER Y WAGNER (SAPONINAS)
(ALCALOIDES)
ENSAYO DE CLORURO
FERRICO
(TANINOS)

ENSAYO DE SHINODA
(FLAVONOIDES)

lHustracion 3-4: Esquema de las reacciones a realizar en el extracto acuoso
Fuente: (Cuéllar y Miranda, 2014)

. Identificacion de alcaloides
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Ensayo de Dragendorff: A la alicuota se le afiade 1 gota de &cido clorhidrico concentrado, (calentar
suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la solucién acuosa acida se realiza el ensayo, afiladiendo
3 gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++),

precipitado (+++) y si hay precipitado color rojo o anaranjado, es positivo (Cuéllar y Miranda, 2014).

Ensayo de Mayer: Se replicd lo antes ya descrito, hasta obtener la solucion acida. Se afiadié una
pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada 2 6 3 gotas de la solucién reactiva de Mayer,
si se observa opalescencia (+), Turbidez definida (++), precipitado coposo (+++) (Cuéllar y Miranda,
2014).

Ensayo de Wagner: Si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1mL). Se parte al igual que
en los casos anteriores de la solucién é&cida, afiadiendo 2 6 3 gotas del reactivo, si hay opalescencia

se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++) (Cuéllar y Miranda, 2014).

. Identificacion de taninos

Ensayo de cloruro férrico: A una alicuota del extracto se afiade acetato de sodio para neutralizar y
tres gotas de una solucidn de tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisioldgica, un ensayo positivo
puede dar la siguiente informacion general: desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos
fenolicos en general, desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecélicos y

desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos

. Identificacion de flavonoides

Ensayo de Shinoda: Se diluye con 1mL de &cido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de
magnesio metalico. Después de la reaccidn se espera 5 minutos, se afiade 1mL de alcohol amilico, se
mezclan las fases y se deja reposar hasta que se separen. El ensayo se considera positivo, cuando el
alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos (Cuéllar y
Miranda, 2014).

) Identificacion de saponinas

Ensayo de Espuma: Si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en agua

y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos. El ensayo se considera positivo si aparece
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espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos

(Cuéllar y Miranda, 2014).

3.7.5. Caracterizacion mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada a la

espectrometria de masas (GC/MS)

La Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de Masas es la técnica de eleccion para el
analisis de moléculas organicas mas pequefias y volatiles como bencenos, alcoholes, aromaticos, y
moléculas simples como esteroides, acidos grasos y hormonas, también se puede aplicar en el estudio
de muestras liquidas, gaseosas y solidas. Hay muchas ventajas en el uso de GC/MS para el analisis
de compuestos, como su capacidad para separar mezclas complejas, cuantificar e identificar analitos

y determinar niveles de trazas de contaminacion organica.

La técnica comienza con el cromatdgrafo de gases, donde la muestra se volatiliza. Esto vaporiza
efectivamente la muestra a fase gaseosa y separa sus diversos componentes utilizando una columna
capilar llena con una fase estacionaria (s6lida) y un gas portador inerte como argon, helio o nitrégeno.
A medida que los componentes se separan, se eluyen de la columna en diferentes momentos, lo que

se conoce como sus tiempos de retencion (Grimm y Anastasiou, 2016).

Los componentes salen de la columna de Cromatografia de Gases, y se ionizan por el espectrémetro
de masas, que utiliza fuentes de ionizacién quimica o electronica. Las moléculas ionizadas se aceleran
a través del analizador de masas del instrumento, que es una trampa de iones. Aqui los iones se

separan en funcion de sus diferentes relaciones masa/carga (m/z).

La separacion de estas sustancias depende de las diferencias en la distribucién de las sustancias en
estudio entre las fases movil y estacionaria que componen el sistema. Una vez separado, el material
se fragmenta y analiza en funcién de su patrén de fragmentacion. Este patrén de fragmentacién se
puede comparar con la informacion de las bases de datos de espectros de masas para una
identificacion preliminar. La identificacion y cuantificacion final de cada sustancia debe realizarse
utilizando sustancias de referencia (Grimm y Anastasiou, 2016).

3.7.6. Elaboracion del ungtiento

3.7.6.1. Medida de confiabilidad para las formulaciones con el coeficiente de Alfa de Cronbach
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Es una forma sencilla de medir la consistencia interna de un grupo determinado de datos, en otras
palabras, permiti6 evaluar la magnitud en que las formulaciones del ungliento estan correlacionadas
entre si. Este disefio se obtiene a partir de la covarianza entre la formulacion de 50, 70 y 90%, la
varianza total de la formulacion y el nimero de componentes que conforman el 100% de cada

formulacion. Se utiliza la siguiente formula:

k-1

( k ) ( sumatoria de varianza de los items )
a = -
varianza total

Donde:
k: es el nUmero de items en el cuestionario.
La "sumatoria de varianza de los items" es la suma de las varianzas de cada item.

La "varianza total" es la varianza de los puntajes totales de todos los items.

Férmula para calcular la varianza de un conjunto de datos (item):

. 2 :(Xi - X)?
Varianza = _
n—1

Donde:
Xi: es el valor de cada dato en el item.
X: es el promedio de los datos en el item.

n: es el nUmero de datos en el item.
Férmula para calcular la varianza total:
Varianza Total = Var(x,) + Var(xy) +...+ Var(xy)
Donde:
X1, Xz, ..., Xk: son los puntajes de todos los items en todas las condiciones.
Dentro de los valores del disefio de Alfa de Cronbach, se define que entre 0,70 y 0,90 indica una

buena consistencia interna. En el proceso de elaboracion del ungliento se considerd un disefio de

mezclas teniendo asi las posibles formulaciones.

33



3.7.6.2. Formulacion 1: Unguento con el 50% de principio activo del extracto alcohdlico de las

hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less)

Tabla 3-1: Formulacién 1

COMPONENTE PORCENTAJE FUNCION

Extracto de hojas 50% Principio activo

Acido estearico 7% Humectante

Alcohol cetilico 6% Emulsionante

Agua purificada 35,4% Vehiculo
Metil-parabeno 0,40% Conservante
Propilenglicol 1,2% Base-Agente humectante

Fuente: (Santander, 2020)
Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

Instrucciones: Se comienza por fundir 7 g de acido estearico (humectante) con 6 g de alcohol cetilico
(emulsionante) a 70°C en bafio maria, se mezcl6 e incorpord 50 g del extracto de hojas (principio
activo) de hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less) con agitacién continua, seguido a ello se
disolvieron 0,40 g de metil-parabeno (conservante) en agua caliente y se incorporo a la mezcla. Se
adicioné 1,2 g de propilenglicol (base-agente humectante) adicionando 35,4 mL de agua purificada
caliente (vehiculo) hasta completar un 100% con breves pausas y con agitacién continua para mezclar
la fase acuosa sobre la fase oleosa, se continud con la agitacion hasta llegar a la temperatura ambiente
y lograr una consistencia homogeénea. El ungliento antiinflamatorio quedd listo para ser envasado

(Santander, 2020).

Se analiz6 la funcién de cada componente en la formulacion:

« Extracto de hojas: Es el principal principio activo del ungiento, se utiliz6 para tratar la
inflamacion. Representa el 50% de la formulacion.

«  Acido esteérico: Es un humectante que se utilizé para prevenir la pérdida de agua de la piel y
mantenerla hidratada. Representa el 7% de la formulacion.

«  Alcohol cetilico: Es un emulsionante que se utiliz6 para unir los ingredientes y formar una
emulsion. Representa el 6% de la formulacion.

«  Agua purificada: Es el vehiculo principal del ungiiento, ya que permite la distribucion uniforme
de los ingredientes y facilita su aplicacién en la piel. Representa el 35,4% de la formulacion.

»  Metil-parabeno: Es un conservante que se utilizé para prolongar la vida Gtil del ungiento y

prevenir el crecimiento de microorganismos. Representa el 0,40% de la formulacion.
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»  Propilenglicol: Es una base-agente humectante que sirvio para mejorar la textura y la apariencia

del ungliento. Representa el 1,2% de la formulacion.

En resumen, la formulacién del ungliento consistié en un extracto de hojas como principio activo,
acompafiado de otros componentes que cumplen funciones especificas, tales como mantener la
hidratacion de la piel, emulsionar los ingredientes, prolongar la vida Gtil y mejorar la textura y

apariencia del producto final.

3.7.6.3. Formulacion 2: Unguento con el 70% de principio activo del extracto alcohdlico de las

hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less)

Tabla 3-2: Formulacién 2

COMPONENTE PORCENTAJE FUNCION

Extracto de hojas 70% Principio activo

Acido estearico 5% Humectante

Alcohol cetilico 3% Emulsionante

Agua purificada 20,4% Vehiculo
Metil-parabeno 0,40% Conservante
Propilenglicol 1,2% Base-Agente humectante

Fuente: (Santander, 2020)
Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

Instrucciones: Se comienza por fundir 5 g de acido estearico (humectante) con 3 g de alcohol cetilico
(emulsionante) a 70°C en bafio maria, se mezcl6 e incorpord 70 g del extracto de hojas (principio
activo) de hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less) con agitacién continua, seguido a ello se
disolvieron 0,40 g de metil-parabeno (conservante) en agua caliente y se incorporo a la mezcla. Se
adiciond 1,2 g de propilenglicol (base-agente humectante) adicionando 20,4 mL de agua purificada
caliente (vehiculo) hasta completar un 100% con breves pausas y con agitacion continua para mezclar
la fase acuosa sobre la fase oleosa, se continu6 con la agitacion hasta llegar a la temperatura ambiente
y lograr una consistencia homogénea (Santander, 2020).

Se analiz6 la funcion de cada componente en la formulacion:

«  Extracto de hojas: Es el principal principio activo del ungliento, se utiliz6 para tratar la
inflamacion. Representa el 70% de la formulacién, lo que indicé una concentracién mayor del

principio activo en comparacién con la formulacién anterior.
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«  Acido esteérico: Es un humectante que se utilizé para prevenir la pérdida de agua de la piel y
mantenerla hidratada. Representa el 5% de la formulacidn, una concentraciéon menor en comparacién
con la formulacion anterior.

«  Alcohol cetilico: Es un emulsionante que sirvi6 para unir los ingredientes y formar una emulsion.
Representa el 3% de la formulacidn, una concentracién menor en comparacion con la formulacion
anterior.

»  Agua purificada: Es el vehiculo principal del ungiiento, ya que permitio la distribucion uniforme
de los ingredientes y facilité su aplicacion en la piel. Representa el 20,4% de la formulacion, una
concentracion menor en comparacion con la formulacion anterior.

»  Metil-parabeno: Es un conservante que se utilizé para prolongar la vida Gtil del ungiiento y
prevenir el crecimiento de microorganismos. Representa el 0,40% de la formulacién, una
concentracion igual a la de la formulacion anterior.

«  Propilenglicol: Es una base-agente humectante que se utilizd para mejorar la textura y la
apariencia del ungliento. Representa el 1,2% de la formulacion, una concentracion igual a la de la

formulacion anterior.

3.7.6.4. Formulacion 3: Ungiiento con el 90% de principio activo del extracto alcohélico de las

hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less)

Tabla 3-3: Formulacion 3

COMPONENTE PORCENTAJE FUNCION

Extracto de hojas 90% Principio activo

Acido esteérico 5% Humectante

Alcohol cetilico 3% Emulsionante

Agua purificada 1,4% Vehiculo
Metil-parabeno 0,40% Conservante
Propilenglicol 0,6% Base-Agente humectante

Fuente: (Santander, 2020)
Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

Instrucciones: Se comienza por fundir 5 g de acido estearico (humectante) con 3 g de alcohol cetilico
(emulsionante) a 70°C en bafio maria, se mezcl6 e incorpor6 90 g del extracto de hojas (principio
activo) de hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less) con agitacion continua, seguido a ello se
disolvieron 0,40 g de metil-parabeno (conservante) en agua caliente y se incorporo a la mezcla. Se

adiciond 0,6 g de propilenglicol (base-agente humectante) adicionando 1 mL de agua purificada
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caliente (vehiculo) hasta completar un 100% con breves pausas y con agitacidn continua para mezclar
la fase acuosa sobre la fase oleosa, se continu6 con la agitacion hasta llegar a la temperatura ambiente
y lograr una consistencia homogénea. El unguiento antiinflamatorio quedé listo para ser envasado

(Santander, 2020).

Se analiz6 la funcién de cada componente en la formulacion:

» Extracto de hojas (Principio activo): Representa el 90% en la formulacion original. Este
componente es el principio activo del ungtento, lo que significa que es la sustancia responsable de la
actividad terapéutica o de interés en el producto final.

« Acido estearico: Constituye el 5% de la formulacion. Su funcion principal es actuar como
humectante, lo que significa que ayudd a retener la humedad en el ungiiento y proporcioné una textura
adecuada.

«  Alcohol cetilico: Se encuentra en un 3% de la formulacion. Cumple la funcién de emulsionante,
es decir, ayudo a estabilizar la emulsion formada entre los componentes acuosos y lipidicos del
unguento, permitiendo una distribucién uniforme de los ingredientes.

»  Agua purificada: Representa el 1,4% de la formulacion original y se ha reducido al 1,4% en la
tabla modificada. Actu6 como vehiculo, proporcionando la base acuosa necesaria para formular el
unguento y garantizar su aplicabilidad y textura adecuada.

»  Metil-parabeno: Constituye el 0,40% de la formulacion y se utiliz6 como conservante. Su
funcion es prevenir el crecimiento de microorganismos en el producto y garantizar su estabilidad y
vida util.

»  Propilenglicol: Se encuentra en un 1,6% de la formulacion original y se ha reducido al 0,6% en
la tabla modificada. Actué como base y agente humectante, ayudando a mantener la hidratacion de

la piel y mejorando la aplicabilidad del ungtento.

En resumen, la formulacién del ungiento se modificé para aumentar la concentracion del principio
activo, mientras que se han reducido las concentraciones de los componentes humectantes y
emulsionantes. Esto podria mejorar la eficacia del ungiiento en la reduccién de la inflamacién, pero
también podria afectar su textura y apariencia final. El conservante se ha mantenido en lant se han reducido la:
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lustracion 4-26: Grupo 2 de ratas para anlisis
Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

llustracion 4-27: Grupo 3 de ratas para analisis
Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

llustracion 4-28: Proceso de inyeccion de ratas

Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023
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lustracion 4-29: Rata control con aplicacion de diclofenaco
Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

lustracion 4-30: Rata con aplicacion de principio activo al 50%
Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

lustracion 4-31: Rata con aplicacion de principio activo al 70%

Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023
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llustracion 4-32: Rata con aplicacion de principio activo al 90%

Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

En general, los experimentos presentados en la tabla 4-9 se centraron en la evaluacién del edema de
pata inducido por carragenina en diferentes grupos de ratas a lo largo del tiempo. Al analizar los datos
en su conjunto, se pudieron destacar los siguientes puntos:

o Efecto del tiempo en el edema: Se observd que las mediciones del edema de pata tienden a
disminuir a medida que pasa el tiempo en todos los grupos. Esto sugiri6 que el edema puede resolverse
gradualmente con el tiempo.

e Variabilidad en las mediciones: Existe variabilidad en las mediciones del edema de pata en los
diferentes grupos a lo largo del tiempo. Esto pudo deberse a diversos factores, como la variabilidad
bioldgica de las ratas y posibles efectos del ungiento.

e Diferencias entre los grupos: Se observd diferencias en las mediciones del edema de pata entre
los diferentes grupos. Los grupos que reciben tratamientos o sustancias inducen cambios en las
mediciones en comparacion con el grupo blanco, lo que sugirié un efecto del tratamiento en el edema.
e Respuesta dosis-dependiente: En los grupos que reciben tratamientos o sustancias, se observé
una tendencia de mayor efecto en el edema a medida que aumenta la dosis o concentracion. Esto se
evidencio en el grupo 3, donde el edema es més pronunciado en comparacion con el grupo 2.

En general, la investigacion presenta un enfoque en el tamizaje fitoquimico y la actividad
antiinflamatoria del extracto del matico de puna (Jungia rugosa Less) para la elaboracién de un
unglento. Al analizar la investigacion en su conjunto, se pudieron destacar los siguientes aspectos:

e  Tamizaje fitoquimico: Se realizd un analisis de las hojas y tallos del matico de puna (Jungia
rugosa Less) para caracterizar los metabolitos secundarios presentes en la planta. Se utilizaron
diferentes pruebas quimicas y reactivos especificos para detectar la presencia de compuestos como

flavonoides, alcaloides, terpenoides, entre otros.
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e Actividad antiinflamatoria: Se evalu6 la actividad antiinflamatoria del extracto del matico de
puna (Jungia rugosa Less) mediante pruebas in vivo en ratas. Se utilizd el modelo de edema de pata
inducido por carragenina para evaluar los efectos del extracto en la reduccion del edema inflamatorio.
e  Formulacion de un ungiento: Se desarrollé una formulacion de unguento utilizando el extracto
alcohdlico del matico de puna (Jungia rugosa Less) como principio activo. Se adicion6 diversos
componentes, como acido estearico, alcohol cetilico, agua purificada, metil-parabeno y
propilenglicol, con sus respectivos porcentajes.

e Andlisis de resultados: Se presentaron tablas que muestran los resultados de las pruebas
realizadas, como el tamizaje fitoquimico, las pruebas de identificacion de compuestos y las
mediciones del edema de pata. Estas tablas permiten analizar los resultados cuantitativa y

cualitativamente y evaluar la presencia de compuestos bioactivos y la eficacia del extracto.

En resumen, la investigacion combina el anélisis fitoquimico del matico de puna (Jungia rugosa Less)
con la evaluacion de su actividad antiinflamatoria, con el objetivo de desarrollar un ungtento a partir
del extracto que contenga mayor cantidad de metabolitos secundarios responsables de la actividad
antiinflamatoria. Los resultados obtenidos proporcionan informacion sobre los compuestos presentes
en la planta y su potencial efecto antiinflamatorio, lo que puede contribuir al desarrollo de terapias

naturales y alternativas para tratar afecciones inflamatorias.

4.2.2.4. Prueba de hipdtesis

Ho: El matico de puna (Jungia rugosa Less) presenta metabolitos secundarios responsables de la
actividad antiinflamatoria.
Hi: El matico de puna (Jungia rugosa Less) no presenta metabolitos secundarios responsables de la

actividad antiinflamatoria.

Tabla 4-10: Datos de la formulacion a diferentes concentraciones del extracto alcoh6lico de hojas

del matico de puna (Jungia rugosa Less) y el blanco

Grupo de ratas Blanco

50% concentracion del

extracto alcohélico de

70% concentracion del

extracto alcoholico de

90% concentracion del

extracto alcohélico de

hojas hojas hojas
4,5mL 4,3 mL 4,4 mL 4,2 mL
4,1 mL 4 mL 4 mL 4 mL
4 mL 3,8 mL 4,4 mL 3,7 mL
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4,5mL 4,3 mL 4,1 mL 3,7 mL
4 mL 3,9 mL 3,7 mL 3,4 mL
4mL 3,7 mL 4,2 mL 3mL

4,2 mL 4,1 mL 3,8 mL 3,4 mL

3,8mL 3,7 mL 3,4 mL 3mL

3,9mL 3,5mL 4 mL 2,8 mL
4mL 4 mL 3,5mL 2,9 mL

3,6 mL 3,6 mL 3,1 mL 2,5mL

3,7mL 3,3mL 3,7 mL 2,1 mL

3,8 mL 4 mL 3,2 mL 2,4 mL

3,3mL 3,5mL 3mL 2mL

3,5mL 3mL 3,3mL 1,6 mL

3,3mL 3,7 mL 3mL 1,9 mL
3mL 3,3 mL 2,8 mL 1,4 mL

3,1mL 2,7 mL 3mL 1mL

Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

A partir de estos datos se calculd los valores para realizar el Anova:

Calculo de la media de cada grupo:

Media del control X, = 5‘1’% =2,83

Media de la concentracion 50% p = % =3,69
64.6

Media de la concentracion 70%pu = 8

3,59

Media de la concentracion 90% p = % =2,72

Luego se calcula la suma de los cuadrados de las diferencias (SSD) para cada grupo:

SSD(Control) = X(xi — p)? = 3,0721875

SSD(50%) = E(xi — )2 = 0,85234375
SSD(70%) = E(xi — u)? = 1,18984375
SSD(90%) = Z(xi — p)? = 1,79484375
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Donde xi es cada valor en el grupo y p es la media del grupo correspondiente. El siguiente paso es el

calculd del total de la suma de los cuadrados de las diferencias (SST):

SST = SSD(Control) + SSD(50%) + SSD(70%) + SSD(90%) = 6,90921875

Luego se calcul6 los grados de libertad (df) de cada grupo:

df (Control) = n(Control) — 1 =18 — 1 = 17
df(50%) = n(50%) — 1 =18 — 1 = 17
df(70%) = n(70%) — 1 = 18 — 1 = 17
df(90%) = n(90%) — 1 =18 — 1 = 17

Donde n es el nimero de observaciones en cada grupo.
Luego se calculd la suma de los cuadrados entre grupos (SSG):
SSG = (n(Control) = (u(Control) — u)?) + (n(50%) * (u(50%) — w?) + (n(70%)
« (W(70%) — W?) + (n(90%) * (u(90%) — w)?)
SSG = 0,83828125
Donde p es la media general de todos los grupos.
Luego se calcul6 los grados de libertad entre grupos (dfG):

Donde k es el nimero de grupos.

Luego se calculo el error estdndar (SE):

oF - SST _ 6,90921875 02943815
© o ldfT T 60 o
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Donde dfT es el total de grados de libertad, que es la suma de los grados de libertad entre grupos y
dentro de grupos (dfG + dfw).

Calculo la suma de los cuadrados dentro de grupos (SSE):

SSE = SST — SSG = 6,90921875 — 0,83828125 = 6,0709375

Calculo los grados de libertad dentro de grupos (dfW):

dfW = dfT — dfG = 60 — 3 = 57

Calculo el valor estadistico F:

CSUSCg 0,83828125

J— —_— —3 =

F=\3sg ]~ 6,0709375 0,5894819
afw 57

Se calcul6 el valor p utilizando la distribucién F con los grados de libertad entre grupos y dentro de

grupos:

p —valor = 0,6225

Tabla 4-11: ANOVA

Fuente de Suma de cuadrados | Grados de libertad | Media Estadistica F | Valor p
variacion (SS) (df) cuadratica (MS)

Entre grupos 0,83828125 3 0,279427083 0,5894819 0,6225
Dentro de grupos | 6,0709375 57 0,106673026

Total 6,90921875 60

Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

En la tabla 4-11 se presenta un resumen estadistico de los valores calculados para la prueba de
hipétesis, estos resultados validan la hipétesis nula al tener un valor P (0,6225) mayor que el valor
estadistico calculado F (0,5894). Se acepta la hipétesis nula lo que indic6 que el matico de puna

(Jungia rugosa Less) presenta metabolitos secundarios responsables de la actividad antiinflamatoria.
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Diagrama de caja de la efectividad antinflamatoria de la
formulacion del ungiiento a diferentes concentraciones vs

Blanco
6
5
. T [l [Control]
X W [50%)
3 1 W [70%]
W [90%)]
2
M [Blanco]
1
0

llustracion 4-33: Diagrama de caja de efectividad antinflamatoria del ungiiento vs Blanco

Realizado por: Cisneros P; Morales A., 2023

En lailustracion 4-33 se muestra el desempefio que tuvo el ungiiento antinflamatorio en sus diferentes
concentraciones al igual que el desempefio del blanco. Las concentraciones al 50% y 70% alcanzaron
una muy poca accién desinflamatoria pues solo lograron reducir la inflamacion a 3 cm. Mientras que
la concentracion al 90% posee una mayor efectividad siendo que la inflamacion en su Gltima medicidn

fue de 1 cm, que inicialmente marcé un valor de 4,95 cm.
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CONCLUSIONES

e Serealizé el tamizaje fitoquimico con los tres extractos tanto para tallos y hojas y los resultados
a través de las distintas pruebas realizadas, lo que indica la presencia de compuestos bioactivos en la
planta. Los metabolitos secundarios identificados fueron flavonoides, alcaloides, terpenoides u otros
compuestos, segln los resultados obtenidos en las pruebas de tamizaje fitoquimico. La presencia de
estos metabolitos secundarios puede contribuir a la actividad farmacoldgica y terapéutica potencial
del matico de puna (Jungia rugosa Less). Los resultados de estas pruebas fitoquimicas indicaron la
presencia de compuestos esteroidales, triterpenoides, alcaloides y flavonoides en los extractos etéreo
y alcohdlico de hojas y tallos del matico de puna (Jungia rugosa Less). Sin embargo, no se detectaron
saponinas en ninguno de los extractos. Estos resultados proporcionaron informacion adicional sobre

la composicion quimica de la planta y su posible actividad farmacoldgica.

e En el extracto etéreo tanto de las hojas como de los tallos del matico de puna (Jungia rugosa
Less) se determind la presencia de compuestos alcaloides, Triterpenoides en una concentracion
significativa y la ausencia de saponinas. Mientras que en el extracto alcoholico de las hojas del matico
de puna (Jungia rugosa Less) se evidencid la presencia de flavonoides, alcaloides y taninos a
comparacién del extracto alcohdlico de los tallos del matico de puna (Jungia rugosa Less) que mostrd
los mismos metabolitos secundarios, pero sus reacciones tardaron mas tiempo en dar resultado.
Finalmente, en el extracto acuoso de las hojas y los tallos del matico de puna (Jungia rugosa Less) se

evidencid la presencia de compuestos alcaloides y ausencia de saponinas.

e Se caracterizd el extracto alcohdlico de las hojas de (Jungia rugosa Less) mediante la
Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de Masas, donde mostré un porcentaje de 0,2%
expresado como quercetina, que es un tipo de metabolito conocido como flavonoides este posee
efectos antiinflamatorios que podrian ayudar a reducir la inflamacion. Otros componentes presentes
en la muestra del extracto alcohélico de las hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less) se puede
destacar el Germacrene D que presenta actividad antibacteriana y anti fUngica, el Phytol alivia
ansiedad, disminuye el dolor y reduce la inflamacion, el Squalene presenta propiedades calmantes,
ademas ayuda en la proteccién de la barrera cutanea y en la retencion para una mayor hidratacion y
el Stigmasterol que presenta diversas propiedades, se destacan las antiinflamatorias, anticancerigenas
y antioxidantes.

e  Seelabor6 un ungiento utilizando el extracto alcohélico de las hojas del matico de puna (Jungia

rugosa Less) como ingrediente principal. La formulacion del ungtento incluyé componentes
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adicionales como &cido esteérico, alcohol cetilico, agua purificada, metil-parabeno y propilenglicol,
ofrece una forma préactica y conveniente de administrar el extracto alcoh6lico de las hojas del matico
de puna (Jungia rugosa Less) para potenciales usos terapéuticos. La formulacion al 90% esta
compuesta principalmente por el extracto de hojas, que constituye el 90% del producto que funciond
como principio activo. Ademas, contiene un 5% de acido esteérico, cumpli la funcién de humectante,
proporcionando hidratacién a la piel. El alcohol cetilico se encuentra presente en un 3% y actué como
emulsionante, ayudando a mezclar los componentes del producto. El agua purificada constituye el
1,4% de la formulacién y actu6 como vehiculo, permitiendo la distribucion adecuada de los
ingredientes en el producto. Se afiadi6 un conservante, el metil-parabeno, en una proporcion del
0,40%, con lo que se asegurd la estabilidad y durabilidad del producto. Por ltimo, el propilenglicol
se encuentra presente en un 0,6% y cumplié la funcién de base y agente humectante, ayudando a
mantener la hidratacion de la piel. El disefio experimental del Coeficiente de Alfa de Cronbach
permitio correlacionar las tres formulaciones del ungiiento antiinflamatorio, su resultado arrojé un

valor de 0,973 lo cual indic6 una alta consistencia en cada una de las 3 formulaciones.

e El extracto alcoholico de las hojas del matico de puna (Jungia rugosa Less) demostrd actividad
antiinflamatoria en el modelo de prueba utilizado. Se observo una reduccion significativa del edema
en la prueba de edema de pata inducido por carragenina, lo que sugiere un potencial efecto
antiinflamatorio del extracto, siendo la formulacion 3 la que tuvo una eficiencia del 80% al reducir la
inflamacion a 1cm. Estos resultados respaldan el uso tradicional del matico de puna (Jungia rugosa
Less) en el tratamiento de afecciones inflamatorias y proporcionan evidencia cientifica de su actividad

terapéutica.
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RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio mas detallado de los metabolitos secundarios presentes en los extractos del
matico de puna (Jungia rugosa Less). Esto podria incluir técnicas de separacion y purificacion més
avanzadas, como la cromatografia preparativa, para obtener compuestos puros y realizar pruebas de

actividad biologica especificas para cada metabolito identificado.

e Realizar estudios adicionales para investigar los mecanismos de accion de los metabolitos
identificados y su relacion con la actividad antiinflamatoria. Esto podria implicar ensayos in vitro y
estudios in vivo més extensos para comprender como estos compuestos interactdian con los procesos

inflamatorios y sus posibles efectos sobre las vias de sefializacion celular.

e Explorar otras propiedades farmacoldgicas potenciales de los extractos del matico de puna
(Jungia rugosa Less). Ademas de la actividad antiinflamatoria, la planta puede contener otros
metabolitos con propiedades antioxidantes, antimicrobianas u otras actividades bioldgicas relevantes.
Estas propiedades podrian ser evaluadas en futuros estudios para ampliar el conocimiento sobre el

potencial terapéutico de la planta.

e Realizar estudios de estabilidad y formulacién para optimizar el ungtiento elaborado a base del
matico de puna (Jungia rugosa Less). Esto puede incluir pruebas de estabilidad fisica, quimica y
microbioldgica, asi como estudios de liberacidn y permeacion del principio activo del ungiiento en

modelos de piel.
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ANEXOS

ANEXO A: IDENTIFICACION TAXONOMICA — HERBARIO ESPOCH (CHEP)

HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (CHEP)

) - ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL CHIMBORAZO
VN Panamericana sur Km 1, fono: (03) 2 998-200 ext. 700123, jearanqui@yahoo.com
N Riobamba Ecundor

"Rt

Ofc.No.009.CHEP.2023

Riobamba, 08 de mayo de 2023

DIRECTOR DE BIODIVERSIDAD
LAGLA CHIMBA BYRON ADRIAN

De mi consideracion: ",

—

Reciba un atento.y cordial saludo, por medio de la presente certifico que a peticion de la
seforita CISNEROS ZUNIGA PAOLA KATHERINE con Cl: 060574612-2 y la seforita
MORALES SELA ANDREA ELIZABETH con Cl: 060532744-4, entregarén 1 muestra fértil
(listado), idéntificada, comparada con muestras de la coleccion y verificacién de nombres en el
catalogo de_plantas Nativas del Ecuador; Nombre del Proyecto: TAMIZAJE FITOQUIMICO Y
ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE Jungia rugosa Less PARA LA ELABORACION DE
UN UNGUENTO DEL GENERO JUNGIA ASTERACEAE DE ECUADOR; Jungia rugosa
Less (Joergensen & Ulloa)., segun autorizacion de Investigacion N°. MAATE-ARSFC-2023-

2980. o
La mues;ra' fértil se archivara en un afo para los fines correspondientes.
FAMILIA_~* ESPECIE ESTADO
ASTERACEAE Jungia rugosa Less Fértil
>~

Ko

Me despido'. éter‘itamente

F.R.

B . i+ 'Ing. Jarge Caranqui A.
RESPONSABLE HERBARIO CHEP



ANEXO B: AVAL CBIESPOCH

Escuela

Superior Politécnica Facultad de
de Chimborazo Ciencias
50 ANOS

Oficio Nro. ESPOCH-CIBE-2023-0002
Riobamba, 03 de mayo de 2023

Asunto: AVAL CBIESPOCH

Sefiora Ingeniera

Linda Mariuxi Flores Fiallos, MsC.

Profesor Ocasional

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
En su Despacho

De mi consideracion:

Reciba un cordial saludo, a la vez que me dirijo a usted para comunicarle que, luego de la
evaluacién por pares, el Trabajo de Integracién Curricular "TAMIZAJE FITOQUIMICO
Y ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE Jungia Rugosa Less PARA LA
ELABORACION DE UN UNGUENTO", fue APROBADO sin ninguna observacion, por
lo tanto se extiende el AVAL por parte del Comité de Bioética en Investigacion de la
ESPOCH

Con sentimientos de distinguida consideracién.

Atentamente,
SABER PARA SER

Documento firmado electrénicamente

Ing. Maria Rafaela Viteri Uzcategui, MsC.
PRESIDENTA DEL COMITE INSTITUCIONAL DE BIOETICA

TR
JIVITERI UZCATEGUI

Riobamba-Ecuador / Panamericana Sur km 11/2 / Cédigo Postal: EC060155
Teléfono: 598 (03) 2998-200 / Telefax: (03) 2317-001

W’. eﬁ«eo 1/1
* Documonto generado por oficine.espoch.edu.ec




ANEXO C: INFORME DE RESULTADOS DE LABORATORIO

P ¢ UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
/ FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
- AREA DE INVESTIGACION

INFORME DE RESULTADOS DE LABORATORIO

1. Informacién general

N° Informe: 012
Orden de trabajo N°: 012 Ref. Proforma: Al-2023- 012
Razén Social | Nombres Apeflidos:  Paola Katherine Cisneros Zufiiga
RUC&CE 0605746122
Direccién: Riobamba
Fecha de emision: 8 de marzo de 2023
Fecha de muestreo: N/A Muestra tomada por: Cliente
Fecha de recepcion de la muestra: 15 de febrero de 2023
Fecha de realizacion del anlisis: Del 15 de febrero al 8 de marzo
Correo electrénico: pao.cisneros121@gmail.com
Teléfono: 0984447925
Persona de ( Paola Katherine Cisneros Zuiiga Teléfono: 0984447925
2. Especificaciones del ensayo
Muestra: Extracto de planta
Descripcion: Extracto de planta
Tipo: N/A
Equipo: Varios
Lugar: Laboratorio A-210
Analista: Ing. Pablo Londofio, Ing. Jhonny Correa
Descripcién: La ipcion del método fico se envia en detalle al correo del cliente
Observaciones:
3. Resultados
Analisis de flavonoides
[ Muestra [ % Flavonoides® I
| M1 | 02 | 5
¥ taje de como g i
Andlisis Cromatogréfico
Debido a la 6n de los todos los de Iido se envia al correo elecirénico del diente.
N° TR (min) Molécula identificada Probabilidad % relativo
1 10.067 Germacrene D 39.1 3.819
2 19.173 Cyulo(leucyloproliy) 92.9 1.245
3 19.36 Cyclo(leucyloproiyt) 925 4195
4 20.568 Hexadecanoic acid, ethyl ester 664 5.973
5 22517 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methy ester, (Z2,2 228 0.844
6 22,735 Phytol 62.1 8.85
7 23.61 9,12-Octadecadienoic acid, ethyl ester 25 2,682
8 23733 9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethy ester, (Z2.2)- 52.9 19.481
g sagas | Ry . "H; ;mms hy 3.5,6.7.8,8a) e =
10 259071 | Tetracosane 777 1.382
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UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR s

\ FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA : i
) AREA DE INVESTIGACION
11 29,028 1-Docosene 752 3.211
12 29.182 Heneicosane 1" 5.647
6,64 4-Tetamethy-2 4,2rox0-23.4.5,6.7-
13 29.466 hyd pirof 274 20863
3.1 1
14 31.671 Santamarine 149 2.145
15 32.18 Ethanol, 2-{octadecyloxy)- 282 12.641
16 33.994 Squalene 56.9 4527
17 37.581 Carbonic acid, eicosyl vinyl ester 10.5 1.834
18 37.976 Vitamin E 328 0.567
19 39.444 Stigmasterof 656 8.166
20 4014 p-Sitosterol 458 4381
21 40.796 Lup-20(29)-en-3-one 398 2528
22 41.034 24-Norursa-3,12-diene 108 1.836

’Encasodemmﬂa!selanisvmmﬁmlamdisﬁﬂnsﬁempasdemﬁ&l.esbwadedebmais&wusqueeleqﬁponoes
capaz de diferenciar

Elinforme no se puede reproducir de manera total o parcial sin la autorizacion del laboratorio.
Descargo de responsabifidad por o inf 0 gada por el cliente

FIN DEL INFORME
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ANEXO D: RECOLECCION DE TALLOS Y HOJAS DEL MATICO DE PUNA

Comunidad El Toldo Hojas del matico de'buna (Jungia rugosa
Less)

e ;

Recoleccién de tallos " hojas del matico de

puna (Jungia rugosa Less)
Hoja del matico de puna (Jungia rugosa Less)



A
Tallo del matico de puna (Jungia rugosa Less)

—

Lavado de hojas y tallos del matico de

puna (Jungia rugosa Less) con agua

destilada

Seleccion de hojas y tallos del matico de puna

(Jungia rugosa Less)
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INFORMACION INSTITUCIONAL
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