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RESUMEN

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria de productos naturales como las hojas de Mortifio
es un &rea de investigacion importante. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto
antiinflamatorio del extracto etandlico de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth en animales
de experimentacion, mediante la técnica de edema plantar. Para lo cual se recolectd, lavo, sec6, y
triturd el material vegetal, para determinar el mejor rendimiento. Posterior se obtuvieron los
extractos etandlicos por maceracién a una proporcion etanol: agua 20:80, 50:50, 80:20 y 96:4,
con la finalidad de identificar metabolitos secundarios presentes en la especie vegetal. Se utilizd
técnicas espectrofotométricas para la cuantificacion de fenoles y flavonoides totales. La
determinacion de actividad antioxidante se lo realizo por el método con el radical DPPH. Ademas,
se evaluo el efecto antiinflamatorio de los extractos etandlicos en biomodelos Mus Musculus a
los cuales se les indujo inflamacion mediante la administracion de carragenina al 1% en la zona
plantar. El 4rea de la inflamacién se midié con la ayuda del programa Imagel. Los valores
obtenidos fueron fundamentales para hallar el porcentaje de inflamacién a distintos tiempos de
medicidn. Luego se aplico el analisis estadistico con la prueba ANOVA de un factor, Tukey-B y
Dunnett para determinar si existe diferencia significativa entre los tratamientos aplicados. Se
obtuvo como resultado que el extracto etanolico a base de Vaccinium floribundum Kunth a una
proporcién de 50:50 tiene mejor rendimiento 28,459%, cuantificacion de fenoles totales 73,627
mg EAG/g, mientras que flavonoides totales 190,047 mg EQ/g, y capacidad antioxidante
65,815% de inhibicién. Se determino que a una concentracion de 100 y 300 mg/kg mostré mayor
actividad antiinflamatoria, estadisticamente similar al diclofenaco s6dico 100mg/kg, se concluy6
que los extractos etandlicos de Vaccinium floribundum Kunth posee una alta eficacia

antiinflamatoria gracias a la presencia de metabolitos secundarios en el extracto.
Palabras clave: <INFLAMACION>, <EXTRACTO>, <Vaccinium floribundum Kunth>
<FLAVONOIDES>, <COMPUESTOS FENOLICOS>, <CARRAGENINA>, <EDEMA

PLANTAR>.

0698-DBRA-UPT-2025
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ABSTRACT

The evaluation of the anti-inflammatory activity of natural products such as Mortifio
leaves is an important area of research. The aim of this study was to evaluate the anti-
inflammatory effect of the ethanolic extract of Vaccinium floribundum Kunth leaves in
experimental animals using the foot edema technique. The plant material was collected,
washed, dried, and ground to determine the best yield. Subsequently, ethanolic extracts
were obtained by maceration using ethanol: water ratios of 20:80, 50:50, 80:20, and 96:4
to identify secondary metabolites present in the plant species. Spectrophotometric
techniques were used to quantify total phenols and flavonoids. The determination of
antioxidant activity was performed using the DPPH radical method. Additionally, the
anti-inflammatory effect of the ethanolic extracts was evaluated in Mus musculus samples
in which inflammation was induced by administering 1% carrageenan in the plantar area.
The inflammation area was measured using the ImageJ program. The obtained values
were fundamental to finding the percentage of inflammation at different measurement
times. Statistical analysis was applied using one-way ANOVA, Tukey-B, and Dunnett
tests to determine if there were significant differences between the applied treatments.
The results showed that the ethanolic extract of Vaccinium floribundum Kunth at a 50:50
ratio had the best yield of 28.459%, total phenols quantification of 73.627 mg GAE/qg,
total flavonoids of 190.047 mg QE/g, and antioxidant capacity of 65.815% inhibition. It
was determined that at concentrations of 100 and 300 mg/kg showed greater anti-
inflammatory activity, statistically similar to 100 mg/kg diclofenac sodium. It was
concluded that the ethanolic extracts of Vaccinium floribundum Kunth possess high anti-
inflammatory efficacy due to the presence of secondary metabolites in the extract.

Keywords: <INFLAMMATION>, <EXTRACT>, <Vaccinium floribundum Kunth>,
<FLAVONOIDS>, <PHENOLIC COMPOUNDS>, <CARRAGEENAN>, <PFOOT

EDEMA>.

/7

Ing. Romel Francisco Calles Jiménez
C.1 0603877713
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INTRODUCCION

La inflamacion es una reaccién protectora del cuerpo ante agentes irritantes o infecciosos, esta
respuesta puede ser aguda o crénica, mostrandose a través de sintomas como hinchazon,
enrojecimiento, dolor y aumento de temperatura en la zona afectada. La inflamacién aguda
disminuye con el tiempo, mientras que la crénica puede persistir durante meses o incluso afios.
Un problema creciente en la sociedad es el uso excesivo de antiinflamatorios no esteroideos
(AINE). A nivel mundial, estos medicamentos se emplean frecuentemente como primera opcion
para aliviar el dolor de diversas enfermedades. Su mal uso puede llevar a efectos secundarios
graves, incluyendo riesgos para el sistema gastrointestinal, cardiovascular y renal. Ademas,

pueden causar problemas como hepatotoxicidad o reacciones de hipersensibilidad graves (Orellana
y Cevallos 2020, pp. 5-16).

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria de productos naturales como las hojas de Mortifio
Vaccinium floribundum Kunth es un area de investigacion importante en la busqueda de
alternativas a los tratamientos tradicionales. La inflamacion es un proceso bioldgico esencial por
el que el cuerpo responde al ataque y es importante en la respuesta inmune. Pero cuando este
proceso se sale de control, puede provocar una serie de enfermedades cronicas, como artritis,
enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer. Por tanto, la identificacién y
caracterizacion de compuestos con potencial antiinflamatorio es fundamental para el desarrollo

de nuevas estrategias terapéuticas (Garcia 2008, pp. 91-159).

Mortifio es una planta originaria de la region de los Andes de América del Sur que se utiliza
tradicionalmente por sus propiedades medicinales, incluido su potencial antiinflamatorio. Este
arbusto, que crece en las zonas salvajes de los Andes, ha atraido la atencion cientifica por su rico
contenido en compuestos fendlicos y antocianinas, conocidos por sus efectos antioxidantes y
potenciales antiinflamatorios (Alvarado et al 2022, pp. 26-34). La evaluacion de estas propiedades en
modelos animales como ratones (Mus musculus) permite no sélo evaluar la eficacia del extracto
de las hojas de Mortifio en la modulacién de las respuestas inflamatorias, sino también investigar
su seguridad y los posibles mecanismos por los que actla. Varios estudios han demostrado que el
género Vaccinium contribuye en la inhibicién de la inflamacién, generando gran interés
farmacoldgico, por contener varios compuestos bioactivos que ayudan a impedir la evolucién de

enfermedades que presentan procesos inflamatorios (Heréandez 2022, pp. 23-25).

Por tanto, este documento se considera un esfuerzo prometedor para mejorar el conocimiento
cientifico de alternativas naturales para el tratamiento de la inflamacion. Con esta investigacion

se espera promover el desarrollo de farmacos terapéuticos mas seguros y eficaces, y la
1



conservacion e investigacion de la biodiversidad andina, enfatizando la importancia de estas

especies en la medicina y farmacologia modernas.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Se sabe que varios tipos de enfermedades afectan el desarrollo y el metabolismo del ser humano,
comenzando con la inflamacion aguday progresando hacia enfermedades inflamatorias crénicas.
La inflamacién es una parte importante de un equilibrio saludable y es el proceso de defensa
natural del cuerpo contra los estimulos ambientales, que se manifiesta en sintomas como dolor,

calor, enrojecimiento e hinchazén (Yanza 2017, pp. 18-19).

La inflamacion es parte de la respuesta del sistema inmunoldgico a los invasores y amenazas,
permitiendo a nuestro cuerpo atacar las infeccionesy curar el dafio que causan. Los medicamentos
maés utilizados son los antiinflamatorios no esteroides (AINE), recetados por un médico o
automedicacién, porgue son medicamentos que ayudan a las personas a mejorar sus sintomas,
pero cabe sefialar que su uso inadecuado puede provocar diversas reacciones adversas a ellos, lo
que puede poner en peligro la vida del usuario. Actualmente es muy comun el autotratamiento

con antiinflamatorios no esteroides, lo que provoca problemas de salud (Canul 2022, pp. 38-47).

Las investigaciones de los ultimos afios han demostrado que los AINE muestran que pueden
causar efectos secundarios como toxicidad gastrointestinal, renal, cardiovascular, cerebral y
sanguinea, especialmente cuando se usan a largo plazo o en dosis altas. Por ello, una opcion es
utilizar especies vegetales ya que tienen diversas propiedades como antiinflamatorias,

antioxidantes, cicatrizantes, etc.

En América Latina el interés por la validacion cientifica del uso de plantas medicinales
tradicionales ha crecido exponencialmente. Ecuador es rico en una gran biodiversidad de especies
vegetales medicinales que son poco utilizadas por falta de estudios (Bermidez et al 2022, pp. 208-214).
Esta falta de conocimiento cientifico limita la posibilidad de utilizar estas especies para desarrollar
nuevos farmacos antiinflamatorios que podrian proporcionar alternativas mas seguras y eficaces

para el tratamiento de enfermedades inflamatorias.

La especie Vaccinium floribumdum posee una alta capacidad antioxidante, la cual se encuentra
asociada a las antocianinas presentes como la cianidina y delfinidina. Esta es una fuente

importante de &cido gélico, de flavonoides (quercetina y micertina), acido ascorbico y



carotenoides como -caroteno y luteina. A su vez, esta especie posee una gran cantidad de fenoles

los cuales ayudan en la prevencion de enfermedades cronicas (Romero et al. 2021).

Las plantas medicinales son una fuente prometedora de nuevos agentes terapéuticos debido a su
amplia biodiversidad y conocimientos tradicionales asociados a su uso. La especie Vaccinium
floribundum Kunth, cominmente conocida como mortifio, es un arbusto originario de la region
andina que se extiende desde Venezuela hasta Bolivia, incluyendo Ecuador. El potencial
antiinflamatorio de varias especies del género Vaccinium ha sido documentado en todo el mundo,
lo que destaca la importancia de estudiar las propiedades especificas de los arandanos, que adn

no se conocen bien en comparacion con plantas similares (Mora et al. 2023, pp. 8-16).

1.2  Justificacion

El desarrollo de alternativas mas seguras y efectivas para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias se ha vuelto mas urgente por los problemas de resistencia a los medicamentos y los
efectos secundarios asociados con los antiinflamatorios no esteroideos (AINE). La exploracion
de fuentes naturales de nuevos compuestos antiinflamatorios satisface la necesidad global de
medicamentos integrados que combinen eficacia, seguridad y sostenibilidad. EI estudio del
mortifio, especie utilizada en etnomedicina en los Andes, se enmarca en este contexto y apunta a
ampliar los tratamientos disponibles con potenciales beneficios globales en términos de salud

publica y desarrollo de nuevos farmacos.

En América Latina la biodiversidad es un recurso valioso para la investigacion cientifica y el
desarrollo tecnol6gico, especialmente en el campo de la fitomedicina. La region se caracteriza
por una rica biodiversidad, que ofrece amplias oportunidades para descubrir ingredientes activos
con propiedades medicinales. En este marco, la investigacién mortifio demostro ser un medio para
poner en valor recursos naturales Unicos y fortalecer la investigacién fitofarmacoldgica,

contribuyendo al desarrollo cientifico y tecnoldgico regional.

Esta linea de investigacion es elegida para satisfacer la necesidad de un conocimiento mas
profundo de la flora del pais y sus usos medicinales. Mortifio es parte de la riqueza natural del
Ecuador y un elemento tradicional de la medicina popular andina, lo que brinda la oportunidad
de combinar conocimientos ancestrales con la ciencia moderna. La investigacion en Ecuador
promueve la investigacion en areas clave como la etnobotanica y la farmacologia, y apoya la
estrategia nacional de innovacidn en salud, enfoca en el desarrollo de tratamientos alternativos y

el uso sostenible de los recursos biolégicos.



La investigacién cientifica sobre el mortifio se alinea con los esfuerzos del pais para utilizar
sosteniblemente los recursos bioldgicos y brindar alternativas de tratamiento mas seguras y
asequibles. De esta manera, esta investigacion hace un aporte significativo al desarrollo de la
medicina integrativa, que valora y preserva los conocimientos tradicionales, promoviendo la

conciencia sobre la importancia de la naturaleza en la promocién de la salud y el bienestar.



1.3
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132

Objetivos

Obijetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo en ratones Mus musculus del extracto

etandlico de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth “Mortifio”

Obijetivos especificos

Cuantificar la presencia de fenoles y flavonoides totales en los extractos etanélicos de las

hojas de Vaccinium floribundum Kunth.

Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de las hojas de Vaccinium
floribundum Kunth, a diferentes concentraciones en ratones Mus musculus, con inflamacién

inducida, mediante la técnica de carragenina.

Determinar la mejor concentracién del extracto etandlico de hojas de Vaccinium
floribundum kunth con mejor actividad antiinflamatoria en ratones (Mus musculus)
previamente inducidos a la técnica de carragenina.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1  Antecedentes de investigacion

El objetivo de la investigacion realizada por Alarcon 2018, fue estudiar la composicion quimica
y la capacidad antioxidante del mortifio proveniente de tres paramos del Ecuador. La
caracterizacion quimica de los principales compuestos fendlicos se determind mediante
cromatografia liquida de alta presion acoplada a espectrometria de masas (HPLC/MS), mientras
que la capacidad antioxidante se determind mediante la capacidad de reducir el hierro (FRAP) y
el método antioxidante DPPH. Mortifio de Pichincha mostr6 una concentracion alta de
compuestos bioactivos en comparacion con los frutos provenientes de las otras dos regiones.
También se demostr6 que el Mortifio presentd una variedad de compuestos polifendlicos como
las antocianinas (cianidina hexdsido, cianidina pentosida, aglicona de cianidina, derivados de
delofonidina), proantocianinas (dimero de GCepicatequina) y flavonoides (derivados del acido
hidroxibenzoico y &cido hidroxicindmico). Por otro lado, los analisis de la capacidad antioxidante
evidenciaron altos valores para la propiedad bioldgica, lo que nos permite indicar que Mortifio
puede considerarse como una importante fuente natural de compuestos bioactivos con efectos

beneficios para la salud (Alarcén 2018, pp. 35-45).

Para Garcia 2017, indica que el foco principal del estudio fue evaluar la actividad antiinflamatoria
de extractos acuosos y etandlicos de Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) en macréfagos de
raton. Los resultados obtenidos mostraron un mayor efecto antiinflamatorio del extracto acuoso
a pH 5, destacando el potencial de V. floribundum actla como agente antiinflamatorio. Este
hallazgo tiene implicaciones importantes para el desarrollo de tratamientos alternativos basados
en recursos naturales y respalda futuras investigaciones sobre el uso terapéutico de esta planta.
Este estudio demuestra la importancia de los métodos de extraccion y las condiciones de
procesamiento para aumentar la actividad antiinflamatoria de los compuestos del mortifio. Estos
resultados no solo resaltan el valor de V. floribundum en la medicina tradicional andina también
proporciona una base cientifica para su inclusion en la farmacopea moderna. La capacidad de los
extractos de Mortifio para modular las respuestas inflamatorias en modelos in vivo abre
oportunidades para desarrollar farmacos que permitan alternativas mas seguras y eficaces para
tratar enfermedades inflamatorias, contribuyendo al bienestar de la poblacion y al progreso
humano (Garcia 2017, pp. 35-46).



En la investigacion de Llanga (2022) realiza un detallado estudio in vivo de la actividad
antiinflamatoria de un gel elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico de hojas de Sigesbeckia
serrata. Después de la recoleccion y preparacion de 600 g de hojas, se control6 el farmaco crudo
y se prepararon los extractos para el analisis fitoquimico. El estudio continué con la cuantificacion
de fenoles y flavonoides con geles preparados en formulaciones del 5%, 10% y 20%. La eficacia
del gel se evalud utilizando 36 Mus musculus para inducir edema plantar con carragenina al 1%
y se encontr6 una reduccion significativa del edema. El andlisis estadistico mostr6 que el efecto
terapéutico dependia de la concentracion del extracto en el gel, y la formula al 20% se distinguia
por una excelente actividad antiinflamatoria. Este hallazgo sugiere que los geles basados en
extractos hidroalcohélicos de eneldo de hoja de sierra son una alternativa prometedora para el
tratamiento topico de la inflamacion, enfatizando la necesidad de complementar estos estudios in
vivo con otros métodos para investigar diferentes actividades farmacologicas y avanzar hacia el

desarrollo fitofarmacéutico (Llanga 2022, pp. 42-53).

Este el documento de Riera (2020) presenta un estudio exhaustivo sobre los efectos
antiinflamatorios de los geles de extracto de Sigesbec894r51kia serrata. Los hallazgos resaltan la
necesidad de cuantificar los compuestos fendlicos y flavonoides para evaluar el potencial
antiinflamatorio de los extractos en pruebas in vivo, mostrando que el gel al 20% mostrd una
actividad antiinflamatoria mas fuerte, incluso por encima del diclofenaco sédico, para reducir la
inflamacidn. Este estudio muestra que Sigesbeckia serrata tiene un gran potencial como agente
antiinflamatorio cutaneo alternativo. Ademas, se recomienda explorar nuevas formas de
dosificacion y complementar estudios in vivo para ampliar el conocimiento de las actividades

farmacoldgicas de los extractos con el objetivo de desarrollar fitomedicamentos (Riera, Hernandez
2020, pp. 25-37).

El estudio de Poma (2018) se centré en los efectos antiinflamatorios y analgésicos administrado
por via oral en dosis de 50 mg/kg, 100 mg/kg y 200 mg/kg a ratas y ratones. kg y comparar los
resultados con medicamentos comerciales como fenazopiridina y tramadol. El estudio confirmo
la presencia de flavonoides, fendlicos y otros metabolitos secundarios en el extracto,
correlacionando estos hallazgos con la actividad antiinflamatoria observada, en particular la
reduccién significativa del edema en dosis de 100 mg/kg y 200 mg/kg. El volumen aumento en
comparacion con el farmaco comercial; sin embargo, no se observé ningln efecto analgésico
significativo en ninguna de las concentraciones analizadas. Estos resultados indican que
manayupa tiene potencial terapéutico en el tratamiento de procesos inflamatorios, aunque no
como analgésico, y enfatizan la necesidad de realizar mas investigaciones sobre el mecanismo de
accion, la biodisponibilidad y eficacia de los compuestos activos de Desmodium y su uso (Poma
2018, pp. 56-67).



La literatura analizada proporciona una base solida y diversa para estudios que evallan la
actividad antiinflamatoria in vivo de extractos de plantas. Cada estudio aporta una metodologia
especifica, resultados significativos en los efectos antiinflamatorios y analgésicos de diferentes
extractos de plantas, y anélisis de compuestos bioactivos como flavonoides y fenoles presentes
en las especies estudiadas. Esta coleccion de estudios destaca la importancia de la investigacion
de la biodiversidad vegetal en el desarrollo de terapias alternativas, proporcionando un marco
comparativo para seleccionar especies con potencial terapéutico, optimizar los métodos de

extraccion y planificar estudios in vivo.

2.2 Referencias teoricas

2.2.1 Mortifio (Vaccinium floribundum kunth)

Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) es una planta de la familia Ericaceae originaria de la
regién de los Andes de América del Sur, incluidos Ecuador, Colombia, Venezuelay Per(. En los
paramos ecuatorianos se considera una planta endémicay ha sido muy utilizada por sus habitantes
para colada morada. Sus frutos tienen contenidos importantes de azucares, minerales,

antioxidantes, vitaminas de complejo B y C y minerales como potasio, calcio y fosforo (Llivisaca
et al. 2022).

Las comunidades indigenas andinas han utilizado el mortifio para tratar dolencias por sus
propiedades antiinflamatorias. Se utiliza en la medicina tradicional para aliviar dolores
musculares y articulares, problemas digestivos y para tratar resfriados y fiebres. Uno de los
aspectos mas destacables del mortifio es su alto contenido en antioxidantes. Las antocianinas, que
dan a las bayas su caracteristico color azul violeta, son responsables de neutralizar los radicales

libres y reducir el estrés oxidativo, previniendo asi enfermedades crénicas (Galarza, Pozo 2020, pp.
16-21).



Grafico 2-1: Mortifio (Vaccinium floribundum
Fuente: (Coba etal. 2012, pp. 7)

2.21.1 Nombres comunes
Ecuador: Mortifio

Colombia: Mortifio

Pert: Aguaymanto de paramo
Venezuela: Mortifio

2.2.1.2 Taxonomia

Tabla 2-1: Clasificacion taxondmica de Vaccinium floribundum Kunth

Categoria Taxonomia Clasificacion

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Ericales

Familia Ericaceae

Genero Vaccinium

Nombre cientifico Vaccinium floribundum kunth
Nombre vulgar Mortifio, Agraz, Uvas de monte

Fuente: (Diaz 2023, pp. 6)
Elaborado por: Manobanda V, 2023
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2.2.1.3 Habitat

Vaccinium floribundum Kunth (Mortifio) se encuentra principalmente en los paramos de Ecuador,
ubicado en la majestuosa Cordillera de los Andes. Este arbusto es endémico de las montafias de
Ecuador y prospera entre los 3.000 y 3.700 metros sobre el nivel del mar. Se encuentra en varias
provincias, entre ellas Cafiar, Cotopaxi, Bolivar, Imbabura, Pichincha, Loja, Carchi, Azuay,
Tungurahua y Chimborazo, mostrando su amplia distribucion y capacidad de adaptacion a
diferentes condiciones ambientales del ecosistema andino. Una gama tan amplia de habitats
resalta laimportancia ecoldgica de Mortifio en la regién montafiosa del Ecuador, lo que refleja su

importante papel en la biodiversidad y conservacion del pAramo andino (Caranqui et al. 2021, pp. 925).

La presencia en paises como Ecuador, Colombia, Per( y Venezuela es significativa y parte
integral de la biodiversidad local. La planta esta bien adaptada a los bordes de los bosques y areas
abiertas del ecosistema de Paramo, donde contribuye a la conservacion del suelo y sirve como
fuente de alimento para la vida silvestre. Las condiciones climaticas de este entorno especifico y
habitat natural son cruciales para el desarrollo de las propiedades nutricionales y medicinales

valoradas por el Mortifio.

2.2.1.4 Descripcion botanica

Vaccinium floribundum Kunth es un arbusto de tamafio mediano que alcanza una altura de
promedio de 30 cm a 2 metros. Tiene una caracteristica estructura ramificada y hojas alternas,
gue suelen tener unos 2 cm de largo y llaman la atencién con sus bordes y nervaduras dentadas o
rizadas. Los racimos florales de este arbusto tienen 6 a 10 flores de unos 8 mm de largo, decoradas
con una corola cilindrica con 4 o 5 finos l6bulos blancos o rosa rojizos. Tiene un ovario mas bajo
y es ligeramente mas largo que la corola. Los frutos de Mortifio son bayas esféricas de hasta 8
mm de diametro, jugosas, de color negro azulado oscuro, a veces violeta y cubiertas por una capa
de cera. Del género Vaccinium, que incluye alrededor de 450 especies, Vaccinium floribundum
tiene especial importancia en Ecuador, donde recibe diversos nombres como arandano andino,

mortifio, uva del monte o uva de los Andes, destacando su diversidad y riqueza local (Sanchez 2022,
pp. 17-19).

2.2.1.5 Descripcion geogréafica

Dentro del area geografica que abarca el Mortifio (Vaccinium floribundum Kunth), un aspecto
menos discutido, pero igualmente importante es su contribucion al mantenimiento de la

biodiversidad y la estabilidad del suelo en el ecosistema del Paramo. Estos arbustos se adaptan y
11



prosperan en condiciones alpinas extremas y desempefian un papel vital en la prevencién de la
erosion del suelo. Su presencia en los Andes hace una contribucion significativa a la conservacion
del agua subterranea, un recurso clave que sustenta la flora y la fauna locales y garantiza la salud

de estos ecosistemas (nicos (Dfaz 2023, pp. 5-8).

2.2.1.6 Composicion quimica y nutricional de Vaccinium floribundum Kunth

Mortifio pertenece al género Vaccinium floribundum Kunth y es conocido por su notable
capacidad antioxidante, debido principalmente a la presencia de antocianinas y delfinidina. Este
arbusto es reconocido en fitoquimica por su diversidad de composicién quimica y nutricional, lo
que lo convierte en un grupo de alimentos con especial valor bioldgico. Se distingue
especialmente por su rico contenido en antocianinas y compuestos fenolicos. Las investigaciones
muestran que su composicién quimica incluye principalmente quercetina, derivados del acido
hidroxicindmico y antocianina-3-glucésido, lo que resalta su potencial en la nutriciéon y la
medicina humana (Pastor, 2020).

La composicion quimica de las hojas de mortifio incluye varios compuestos bioactivos. Estos
compuestos incluyen flavonoides, taninos, acidos fendlicos y terpenos, conocidos por sus efectos
antioxidantes y antimicrobianos. En particular, los flavonoides son conocidos por su capacidad
para neutralizar los radicales libres y reducir el estrés oxidativo, lo que los hace importantes en la

prevencion de enfermedades crénicas como las cardiovasculares y la diabetes (Rodriguez 2022, pp.
1-3).

Aungue hay pocos datos especificos sobre las hojas, al igual que otras plantas similares, pueden
contener vitaminas importantes como la vitamina C y E, ademéas de minerales como el potasio,
magnesio, calcio y fibra dietética. Estos nutrientes son esenciales para mantener la salud y el

bienestar general (Musufia, Varela 2020, pp. 7-9).

2.21.7 Usos etnobotanicos

El uso etnobotanico de Vaccinium floribundum Kunth (Mortifio) refleja la rica herencia de
conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas andinas. El arbusto se valora por sus
bayas negras azuladas y es importante en la medicina tradicional, la dieta y las précticas culturales
de estas comunidades. Histéricamente, Mortifio se ha utilizado para tratar dolencias inflamatorias,
digestivasy respiratorias debido a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Llivisaca et al.
2022). En la alimentacion, sus frutos se comen frescos y se usan para hacer mermeladas, bebidas
y postres, y se valoran por su sabor unico y valor nutricional. Ademas de sus usos medicinales y

culinarios, Mortifio tiene un lugar en tradiciones y rituales que simbolizan la profunda conexion
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entre la cultura andina y su entorno natural (Tubén Guaman 2022, pp.7). La etnobotanica del arandano
incluye asi un patrimonio intelectual que enfatiza la importancia de preservar la biodiversidad y

las tradiciones culturales aborigenes.

2.2.1.8 Actividad antioxidante

En la actualidad el fruto del Vaccinium floribundum Kunth, esta siendo introducido en el capo
investigativo por su actividad antioxidante y por presentar caracteristicas nutricionales que son
favorables para evitar el desarrollo de radicales libres; moléculas inestables de alta energia con
electrones desapareados, que tienden a reaccionar con otros compuestos, en especial con los
acidos grasos poliinsaturados (Garcia 2017, pp. 7).

Las hojas de Mortifio contienen varios compuestos bioactivos, entre ellos antocianinas, taninos,
flavonoles y acidos fendlicos, que tienen actividad antioxidante. En particular, las antocianinas
son los pigmentos responsables del color caracteristico de los frutos y hojas de muchas plantas y
han sido ampliamente estudiadas por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, asi como

por sus potenciales beneficios para la salud cardiovascular y visual (Tubén y Guaman 2022, pp. 7).

La actividad antioxidante del género Vaccinium esta relacionada no solo con la presencia de
antocianinas, sino también con la accion sinérgica de diversos compuestos fenélicos. La oxidativa
causada por los radica-les libres puede neutralizarse con antioxidantes naturales o sintéticos.
Debido a estos efectos y a la creciente importancia de los antioxidantes en la industria
farmacéutica y alimenticia es pertinente bus-car alternativas de origen natural con gran actividad

antioxidante y que no tengan efectos citotdxicos ni genotdxicos (Camino et al. 2023, pp. 339-347).

2.2.1.9 Metabolitos secundarios

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

flavonoides y fenoles.

2.2.1.9.1 Compuestos fenolicos
Las bayas de genero Vaccinium spp. Perteneciente a la familia Ericaceae se caracterizan por
contener compuestos fenélicos que generalmente se encuentran a altas concentraciones, como,

por ejemplo: antocianinas, &cido galico, elagitaninos, proantocianidinas, flavonoides, acidos

hidroxicinamicos y glucosidicos de flavonol (Tubén y Guaman 2022, pp. 7).
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Los compuestos fendlicos del arandano (Vaccinium floribundum Kunth), son una de sus
propiedades mas destacadas, otorgandole un amplio abanico de beneficios para la salud. Estos
compuestos incluyen antocianinas, quercetina y varios derivados del acido hidroxicinamico que
le dan a la planta su poderosa actividad antioxidante. En concreto, las antocianinas no sélo
confieren a Mortifio su caracteristico color negro azulado, sino que también desempefian un papel
crucial en la prevencién de enfermedades cardiovasculares, enfermedades inflamatorias y ciertos
tipos de cancer. La presencia de quercetina potencia este efecto y ademas tiene propiedades
antiinflamatorias y antihistaminicas. La investigacién sobre estos compuestos fendlicos en los
arandanos revela un gran potencial para el desarrollo de complementos alimenticios nutricionales

y terapéuticos (Guerrero 2019, pp. 7-9).

2.2.1.9.2 Flavonoides

El termino de nota a un grupo de compuestos polifendlicos bastante amplio se caracterizan por
una estructura benzo-y-pirano, se encuentran distribuidos dentro del reino vegetal. Son conocidos
también como pigmentos naturales y también por proteger el organismo del dafio producido por
agentes oxidantes como rayos ultravioletas y sustancias quimicas de ciertos alimentos, entre otros.
Quimicamente, son estructuras de mayor trascendencia dentro de este grupo qué son los
flavonoides, antocianinas capacidad de oxidante y antiinflamatorio principalmente, motivo por el
cual fueron estudiados (Sanchez 2022, pp. 17-19).

Estos incluyen antocianinas, flavonoles y 3-flavonoles. Las antocianinas dan al fruto del mortifio
su color negro azulado y tienen poderosas propiedades antioxidantes. Los flavonoles (como la
quercetina y el kaempferol) y los flavan-3-oles (como las catequinas) también mejoran

significativamente la capacidad antioxidante y la salud de las hojas (Roldan 2013, pp.18-20).

2.2.2 Inflamacién

2.2.2.1 Definicion

La inflamacion es la respuesta bioldgica natural del cuerpo a una lesion, infeccion o irritacion. Es
un importante mecanismo de defensa del sistema inmunoldgico disefiado para proteger al cuerpo
del dafio y promover la regeneracidon y curacién de los tejidos afectados. Una respuesta
inflamatoria se caracteriza por signos y sintomas clasicos como enrojecimiento, calor, hinchazén,
dolory, a veces, pérdida de funcion en el area afectada. La respuesta implica una serie compleja
de eventos bioquimicos, incluida la liberacién de mediadores quimicos como citocinas y
prostaglandinas, que atraen células inmunes al sitio de la lesion para iniciar el proceso de

reparacion. Aunque la inflamacion es fundamental para la salud, cuando es excesiva 0 dura mas
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de lo necesario, puede provocar el desarrollo de enfermedades crénicas, incluidos algunos

canceres, enfermedades cardiacas y enfermedades autoinmunes (GARCIA 2008, pp. 91-159).

Desencadenante infeccidn Lesion Estrés o disfuncion
inflamatorio \ tisular celular

INFLAMACION
&
‘/
Proposito Defensa del organismo Respuesta de Adaptacion al estrés y retoma
fisiologico contra la infeccion reparacion tisular al estado homeostitico

Consecuencias  Autoinmunidad, lesion Fibrosis, metaplasia y/o Dishomeostasis (UPR) y/o
fisiopatologicas inflamatoria tisular, sepsis, tumorogeénesis enf. autoinflamatorias
SIRS

llustracién 1: Proceso tisular de la inflamacion.
Fuente: (GARCIA 2008, pp. 91)

La inflamacion es una respuesta de defensa del sistema inmunolégico contra el dafio celular y
tisular causado por agentes biol6gicos (como patdgenos bacterianos) o factores estresantes
quimicos, fisicos 0 mecanicos. Esta respuesta puede volverse crénica y provocar enfermedades
degenerativas como artritis, aterosclerosis y, en algunos casos, cancer.

La respuesta aguda se caracteriza por una multiplicidad de sucesos interrelacionados entre si,
muchos se producen en forma simultanea, de forma que su exposicion se torna compleja, causa
sintomas sistémicos como malestar, fiebre y cambios en proteinasy glébulos blancos en la sangre,
lo que a veces conduce a una respuesta inflamatoria sistémica. Se ha definido a la inflamacion
aguda como una inflamacidn que concierne a la respuesta inicial inmediata a la agresion, de corta
duracion (minutos a dias) y que se caracteriza por alteraciones en el calibre vascular y el flujo
sanguineo, exudacion de liquidos y proteinas plasmatica y por acumulacion de leucocitos

(sobretodo polimorfonucleares) (Claramunt 2011, pp. 1-110).
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2.2.2.2 Manifestaciones clinicas

La inflamacion es un proceso fisioldgico complejo que se manifiesta por una serie de sintomas
clinicos Unicos que reflejan las etapas secuenciales de la respuesta inmune a una lesion o

infeccion. Segln (Llanga 2022) estos indicadores clinicos incluyen:

Enrojecimiento o eritema: este fenémeno es el resultado de la telangiectasia, que aumenta el
flujo sanguineo a la zona afectada, provocando que la piel luzca mas roja.

Tumor o hinchazon: acumulacion de liquido inflamatorio, incluido plasma y células
inmunitarias, en el tejido dafiado, lo que provoca una hinchazoén significativa.

Calor: El aumento de la temperatura local se asocia con vasodilatacion en la zona inflamada y
posterior aumento de la actividad metabdlica.

Dolor: este sintoma es causado por la irritacion de las terminaciones nerviosas que son sensibles

a las sustancias quimicas liberadas durante el dafio y la inflamacion del tejido.

2.2.2.3 Clasificacion de la inflamacion

Segun (Villalba 2014) la inflamacion se clasifica por:
e Durabilidad:

Inflamacién aguda: La inflamacion aguda es la rapida respuesta de defensa del cuerpo ante
estimulos dafiinos y esta activa durante un corto periodo de tiempo, desde unas pocas horas hasta
unos dias. La intensidad y extension de esta respuesta inflamatoria es directamente proporcional
a la gravedad de la agresion sostenida y la capacidad del huésped para responder. Varios
mediadores quimicos participan en este mecanismo y desempefian un papel fundamental en la
regulacion y propagacion de la respuesta inflamatoria. Independientemente del agente nocivo
involucrado, estos mediadores son consistentes y acttan de la misma manera, lo que significa que
la inflamacién aguda conduce a patrones estandarizados de respuesta en el cuerpo a diferentes
tipos de lesiones.

Las fuentes de sustancias causantes de la inflamacion pueden ser diferentes: biol6gicas, bacterias,
virus, hongos y protozoos. Efectos fisicos en forma de temperaturas extremas o radiacion,
tratamiento quimico con sustancias &cidas o bésicas o incluso dafios mecénicos (p. ej.
traumatismos). Independientemente de su naturaleza, el resultado de este ataque suele ser la
destruccion celular y la necrosis tisular. Ante estos acontecimientos, el organismo inicia una
reaccion inflamatoria aguda, que se manifiesta en tres fendmenos principales: primero,
vasodilatacion, aumento del flujo sanguineo a la zona afectada; en segundo lugar, los cambios en

la permeabilidad microvascular promueven la extravasacion de proteinas plasmaticas y
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leucocitos; En tercer lugar, los glébulos blancos migran activamente al centro de la lesidn para

realizar la funcion fagocitica y limpiar el tejido dafiado

Inflamacién crénica: Es una rspuesta inflamatoria que se mantiene con el tiempo, como
consecuencia de una agresion persistente, durante semanas, meses o afios. Puede darse bajo dos

circunstancias:

a. Continuacion de una inflamacién aguda: cuando la inflamacion aguda no es capaz

de resolver la agresion, por persistencia del agente causal.

b. Reaccion de tipo cronico desde el principio de la agresion: Son agentes de baja

toxocidad, inducen una respuesta inmunologica:
— Infeccion por organismos intracelulares: Tuberculosis, sifilis, micosis, etc.

— Exposicion a material inerte no degradable: Silicosis, material de sutura, cuerpos

extrafios diversos, etc.

— Enfermedades autoinmunes: Lupus eritematoso, artritis reumatoide, etc.

e La naturaleza del liquido inflamatorio:

El liquido inflamatorio, que se acumula en los tejidos afectados durante la reaccion inflamatoria,

se puede dividir en dos tipos principales segin su composicion: trasudado y trasudado.

El trasudado se define como liquido extravascular con bajo contenido proteico. Esta propiedad
resulta de pequefios cambios en la permeabilidad vascular, lo que resulta en un aumento de la
presion hidrostatica intravascular y facilita la transferencia de liquido y pequefias moléculas desde

el vaso al espacio intersticial.

Por el contrario, los exudados son liquidos inflamatorios extravasculares ricos en proteinas que
se producen cuando la permeabilidad vascular aumenta considerablemente. Estos cambios
permiten que no solo el liquido, sino también células y proteinas mas grandes atraviesen las
paredes de los vasos y entren en los espacios intersticiales, lo que da como resultado una densa

acumulacion de liquido proteico en el tejido afectado.
e Caracter del exudado:

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

y denotando alta absorcion en los vasos sanguineos.
e Laetiologia
Infecciosas: causadas por bacterias, virus, parasitos o por toxinas microbianas.

Traumaticas: ocurre cuando ahi esguinces o higromas evidenciados a traves de golpes intensos

con evidencia inmediata o tardia.
Termicas: resultan a efecto de las quemaduras a causa de calor o congelamiento.

- Irradiaciones.

- Por exposicion a agentes quimicos ambientales:

- Necrosis tisular

- Presencia de cuerpos extrafios como astillas.

- Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad, a alergenos comunes o procesos

colagenopaticos.

e Caracteristicas morfologicas:
Serosa: es bajo volumen proteico causado por el almacenamiento de liquido tisular.
Fibrosa: se evidencia elevado volumen de fibrinogeno, debido a la presencia de exudado.

Purulenta: consta de leucocitos y celulas necroticas reconocidos por la produccion de exudados

purulentos.

Abscesos: presenta necrosis licuefactiva en el tejido necrotico inflamado.

2.2.2.4 Fases de la inflamacién

Se puede dividir en cinco etapas:

Libracion de mediadores: Son moléculas, la mayoria, de estructura elemental liberadas o

sintetizadas por el mastocito bajo determinados estimulos.

Efecto de los mediadores: Producen alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que

favorecen la llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio: Proceden mayoritariamente de
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la sangre y de las zonas circundantes del foco.

Regulacion del proceso inflamatorio: En esta cuarta etapa el fenémeno inflamatorio integra

mecanismos que pretenden finalizar o equilibrarla para evitar una respuesta inmune exagerada.

Reparacidén: Fase constituida por fendmenos que determinaran la reparacién total o parcial de

los tejidos dafiados por el agente agresor causal de la lesion eliminada o destruida.

2.2.3 Antiinflamatorios no esteroideos

2.2.3.1 Definicion

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroides (AINE) son un grupo de medicamentos
disefiados para combatir la inflamacién, aliviar el dolor y reducir la fiebre, y no forman parte del
grupo de los esteroides. Actlan interfiriendo con la actividad de la ciclooxigenasa (COX), una
enzima que reduce la produccion de prostaglandinas, moléculas que causan inflamacién y dolor
en el cuerpo. Los AINE se utilizan para tratar una variedad de afecciones inflamatorias, desde
artritis hasta lesiones musculares, y sus efectos rapidos y eficaces los convierten en una opcién
popular para aliviar el dolor (Miranda y Palacios 2021). Aungue se usan ampliamente, es importante
recordar que los AINE pueden causar efectos secundarios gastrointestinales y renales y deben

usarse con precaucion y bajo la supervision de un profesional de la salud.

2.2.3.2 Modo de accion

El modo de accion de un farmaco es la forma especifica en que un farmaco interactiia con el
cuerpo para producir el efecto deseado. Es un proceso complejo que implica una serie de
interacciones moleculares entre un farmaco y su objetivo bioldgico, como un receptor celular, una
enzimao una proteina. Estas interacciones pueden incluir la activacion o inhibicion de ciertas vias
metabdlicas, la modulacion de la sefializacion celular o cambios en la expresion genética. Algunos
farmacos pueden unirse a receptores especificos de la superficie celular para desencadenar
respuestas biol6gicas, mientras que otros pueden interferir con enzimas clave implicadas en
procesos fisiol6gicos importantes. Los medicamentos antiinflamatorios no esteroides (AINE)
actlan inhibiendo la enzima ciclooxigenasa (COX), reduciendo asi la produccion de
prostaglandinas (sustancias quimicas implicadas en la inflamacion y el dolor). Ayuda a reducir
los sintomas inflamatorios como el dolor y la hinchazén y brinda alivio a los pacientes afectados

por diversos tipos de inflamacion (Tormero y Montero 2021).
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2.2.3.3 Reacciones adversas mas frecuentes

Segln (Cabo et al. 2020) nos da a conocer los efectos indeseables que presentan los aines van a
depender en gran medida del farmaco que se esté utilizando, sin embargo, existen dos tipos de

riesgos representativos por causa de la medicacion de estos fArmacos:

e Riesgo cardiovascular: usar estos medicamentos puede ser un alto riesgo de fenémenos
trombdticos cardiovasculares, de ictus y de infarto de miocardio que pueden llegar a ser
mortales. Este riesgo aumentara con relacion a la duracién del tratamiento, pero tendra

mas riesgo en pacientes con enfermedades cardiovasculares.

e Riesgo gastrointestinal: ulceracion, perforacion y sangrado (2-4%), mayor riesgo de estas
reacciones adversas en pacientes con antecedentes de Ulcera péptida, intolerancia a otros
AINEs, estas manifestaciones pueden presentarse durante el tratamiento con mayor o
menor frecuencia ya que dependera del organismo de la persona que los esta ingiriendo.
Los adultos mayores por su edad presentan un riesgo elevado de sufrir efectos graves

gastrointestinales.

2.2.34 Aplicaciones terapéuticas

Segln (Rosas etal. 2018) N0S menciona que todos los aines son antipiréticos, analgésicos y
antiinflamatorios, a excepcion del paracetamol ya que es antipirético y analgésico, pero en gran
parte esta desprovisto de actividad antiinflamatoria. Los AINE tienen como principal aplicacion
clinica ser antiinflamatorios en el tratamiento de los trastornos muasculo esqueléticos, como artritis
reumatoide y artrosis.

Tienden a producir alivio sintomatico en enfermedades inflamatorias agudas: fracturas lesiones
deportivas, esguinces y otro tipo de lesiones del tejido blando. También son Utiles para el

tratamiento del dolor post operatorio, dental, menstrual, de cefaleas y migrafias.

2.2.3.5 Mecanismo de accion de antinflamatorios no esteroideos

Estos farmacos actlan atravesando la membrana citoplasmatica e interactuando con receptores
especificos que se encuentran en el citoplasma de las células de los tejidos diana. La clave para

que estos farmacos sean potentes antiinflamatorios radica en la induccion de la expresion de la

macrocortina o lipocortina que es una proteina que inhibe la fosfolipasa A2 interfiriendo con la
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produccién de prostaglandinas leucotrienos y tromboxano, (sustancias proinflamatorias), de esta

manera se disminuye su sintesis y su liberacion (Rosas et al. 2018).

2.2.3.6 Diclofenaco sédico

Cl

|1‘x

= NH

G|;,,| OH
~ ',

llustracién 2: Estructura Quimica del Diclofenaco
Fuente: (F.C.Q.F.B. Cde | del M2019)

En diclofenaco es un AINE perteneciente a la familia de los derivados del &cido fenilacético, con
una potencia parecida a la de los derivados de &cidos propionicos, ademas de ser antiinflamatorio

es uricosirico y posee una actividad selectiva para inhibir laCOX-2 (F.C.Q.F.B. C de I del M 2019).
2.2.3.6.1 Mecanismo de accion
El principal mecanismo de accion es la inhibicion selectiva de la COX-2, y en menor grado inhibir

la sintesis de las prostaglandinas las mismas que contribuyen al desarrollo de la inflamaci6n, dolor

y fiebre (VALVERDE 2019, pp. 22-23).

2.2.3.6.2 Farmacocinética

Tras la administracion se comunicard en el liquido sinovial luego se metabolizan en el higado
gracias a la accion de la enzima CYP2C, se eliminara por la orina en un 65% y por la bilis en un

35% tras sufrir glucoronidacion y sulfatacion.

2.2.3.6.3 Posologia

Antiinflamatorio: para el tratamiento de artritis y artrosis se administra en dosis de 100 a 200

mg/dia, 2 veces al dia o cuatro veces al dia dependiendo la afeccién.
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Analgésico: 50 mg cada 8 horas en procesos postoperatorios, para colicos renales y administra 75

mg por via intramuscular.

2.2.3.6.4 Reacciones adversas

Los efectos gastrointestinales son los més frecuentes, cifrando un 20 % y hasta un 2% se ven
obligados a abandonar el tratamiento. Ademas, se ha reportado que se produce un ligero aumento

de transaminasas hepéticas en el 15% de los pacientes siendo estas reversibles (VALVERDE 2019,
pp. 22-23)

2.24  Animales de experimentacion

2.24.1 Animal de laboratorio

Es definido como cualquier especie animal que, conservado bajo determinadas condiciones
controladas es usado como instrumento de medida en experimentacion cientifica, desarrollo
tecnoldgico e innovacion, pruebas de laboratorio y docencia, para generar datos que seran
utilizados como informacion en diversos estudios. El raton es el animal mas utilizado en el
laboratorio por su pequefio tamafio, su facil manejo y su bajo costo de mantenimiento

comparado con especies de mayor tamafio (Ayala 2021).

2.24.2 Clasificacion taxondmica de ratones Mus musculus

Clase: Mamalia
Orden: Rodentia
Familia: Muridae
Género: Mus

Especie: musculus

2.24.3 Manejoy cuidado de ratones

El cuidado de los animales de experimentacion segun (Fuentes et al. 2008) para tener a los
biomodelos en buen estado de salud va a depender en su mayoria del personal que los cuide y su
forma de trabajo para mantener barreras sanitarias con continuidad en el tiempo. En la cuarentena
el raton tiene gque mantenerse por un tiempo en adaptacién desde que fue adquirido hasta su uso,
este periodo no es menor a 15 dias, la finalidad de esto es tener ratones menos estresados y mas

sanos para obtener un mejor resultado en la investigacién experimental que se esta realizando.
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Los animales deben recibir alimentos en cantidad y calidad suficiente para satisfacer sus
necesidades. El acceso al alimento debe de ser libre y dosificado de acuerdo con los
requerimientos necesarios, el alimento debera ser suministrado a diario y éste se incrementara en
el caso de ser necesario, todo va a depender del uso que se le va a dar. El agua debe cambiarse de
manera diaria o, al menos, pasar un dia, de igual manera, los frascos de agua deben lavarse y

desinfectarse al menos dos veces a la semana.

Para iniciar la técnica de manipulacion de ratones se debe tener un acercamiento con los animales,
de forma que los animales no se estresen tan rapido, la forma més utilizada para la manipulacion
de ratones adultos y ratones jévenes es levantar al animal tomandolo desde la base de la cola, lo
maés distalmente posible del punto medio con los dedos pulgar e indice, sin ejercer demasiada
presion; se debe colocar de manera inmediata en la superficie deseada o darle apoyo en la palma
de la mano hasta trasladarlo a un lugar definitivo. Una vez sujeto al animal por la parte proximal
de la cola se lo debe colocar sobre una superficie rigurosa para que se pueda sujetar con sus patas
delanteras, con la otra mano se toma la piel del dorso inmediatamente por detras de las orejas con
los dedos indice y pulgar sin ejercer demasiada presion. Pero firme finalmente se debe tomar

suficiente piel para inmovilizar al animal.

2.2.4.4 Ventajas del uso de como animales de laboratorio

El uso de ratén Mus musculus, ofrece las siguientes ventajas segln (Fuentes et al. 2008) para los

investigadores:
e Por su pequefio tamafio, son de facil cuidado y mantenimiento.
e Los costos de manutencidn del ratén Mus musculus son bajos.
e Tienen una cepa definida.
e Poseen una diversidad de caracteristicas especificas que sirven como modelo.
e Tienen facilidad de reproductividad.

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

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

2.2.4.5 Desventajas
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Entre las desventajas del uso de estos animales de experimentacion (Fuentes etal. 2008), N0S
menciona las siguiente:

e Dificultad en la obtencién de material bioldgico.

e Dificultad en usar la canula correcta para administrar los extractos vegetales.

¢ Dificultad de los procesos usados en el laboratorio.
2.25 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo
Se usa la prueba de edema plantar inducido por carragenina propuesto por Winter, este método
consiste en la administracion subcutanea o suplantar de una solucién de carragenina a un nivel de

la aponeurosis plantar del raton, provocando una reaccion de caracter inflamatorio mediada por
la liberacidn de diversos autacoides (Mainato Coello 2022).
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO
3.1 Enfoque, disefio y alcance
La presente investigacion tuvo un enfoque cuantitativo con disefio experimental y alcance
exploratorio, fundamentado en la determinacion de la actividad antiinflamatoria in vivo en ratones
del extracto etandlico de las hojas de mortifio Vaccinium floribundum Kunth.
3.2 Disefio experimental
3.2.1 Poblacion de estudio
La poblacion de estudio fue de 40 ratones (Mus musculus) albinos hembras de 30+ 3 g de 70 dias,
los cuales fueron inducidos al método de edema plantar para la evaluacién de actividad
antiinflamatoria.
3.2.2 Lugar de investigacion
La investigacion se la realizo en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, en la Facultad
de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia, en los laboratorios de Formulacion Magistral,
Productos Naturales y Bioterio.
3.2.3 Criterios de inclusion

- El peso de los ratones no debe variar de 30+3gr.

- Los ratones deben tener una edad de 70 dias.

- Ratones hembra

3.2.4 Criterios de exclusion
- Ratones con un peso mayora 33 gy menora27g

- Ratones con edad mayor a 70 dias.

- Ratones macho
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3.25 Hipdtesis
HO: "Ninguno de los tratamientos aplicados a diferentes concentraciones elaborados a base del
extracto etandlico de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth, presenta efecto antiinflamatorio
en los animales de experimentacion.

HO: T1=T2=T3=T4=T5
H1: "Al menos uno de los tratamientos aplicados a diferentes concentraciones elaborados a base
del extracto etandlico de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth, presenta efecto
antiinflamatorio en los animales de experimentacion.

HO: T1=T2#T3=T4=T5

3.2.6 ldentificacion de variable

Variable dependiente: Eficacia antiinflamatoria: efecto del extracto sobre la

inflamacidn inducida por carragenina en el modelo animal.

Variable independiente: Concentracion del extracto etanélico de las hojas de

mortifio Vaccinium floribundum Kunth: 30 mg/kg, 100 mg/kg y 300 mg/kg

3.3 Meétodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.3.1 Equipos, materiales y reactivos

3.3.1.1 Equipos

Tabla 3-1: Equipos utilizados en la investigacion

Técnicas Equipos

Separar las muestras bioldgicas en fases Centrifuga

Medir la absorbancia Espectrometro UV visible
Concentrar los extractos Rota vapor
Homogeneizador de muestras Vortex

Esterilizar materiales Autoclave

Elaborado por: Manobanda V, 2023
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3.3.1.2 Materiales

Tabla 3-2: Descripcion de los materiales de laboratorio usados

Técnicas

Materiales

Recoleccion, triturado y almacenamiento del

material vegetal

Obtencidn y concentracion

Preparacion y administracion

Generacién de inflamacién

Papel aluminio

Bolsa ziploc
Papel filtro

Frascos ambar extracto

Balones esmerilados
Vasos de precipitacién 1000ml

Tubos eppendorf

Tubos falcon

Jeringuillas de 1ml

Céanula para ratones
Algodoén

Vaso de precipitacion 250ml

Jeringa de 1ml

Carragenina

Elaborado por: Manobanda V, 2023

3.3.1.3 Reactivos

Tabla 3-3: Reactivos usados en la investigacion

Técnica

Reactivos

Preparacion del vehiculo

Preparacion de control positivo

Generacién de inflamacion

Propilenglicol
Cloruro de sodio 0,9%

Diclofenaco sodico de 100mg

Carragenina
Cloruro de sodio 0.9%

Elaborado por: Manobanda V, 2023
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3.3.2 Técnicasy métodos

3.3.2.1 Seleccion de la planta

La seleccion de Vaccinium floribundum Kunth se lo realizo en base a las cualidades de la planta

como es antiinflamatoria, que es lo que se necesita para el desarrollo de la presente investigacion.

3.3.3 Recoleccidn de la planta

La materia vegetal de Vaccinium floribundum Kunth fue recolectada en la Provincia de
Tungurahua, especificamente en la parroquia Pilahuin, a una latitud(Y): -78,7277812;
longitud(X): -1.299677 y altitud: 3,054 m.s.n.m, este proceso se lo realizo mediante un muestreo
aleatorio simple, para garantizar la calidad de las muestras recolectadas. Se recolecto las hojas
con un color verde vivo, en buen estado que no se encuentren dafiadas a causa de insectos,

animales y factores ambientales como: lluvia, sol, viento.

3.3.3.1 Preparacion del material vegetal

A continuacion, en el flujograma, se detalla el proceso de la preparacién de la materia vegetal de

las hojas de Vaccinium floribundum Kunth.
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INICIO

\ 4

Recoleccion de las hojas de

Vaccinium floribundum Kunth

\ 4

Limpiezay desinfeccion

Hipoclorito de sodio al 5% + agua destilada

1

Lavado

Lavar con abundante agua

l

Secado

a

NO

Estufa a 40°C
96 horas

Molienda y tamizaje

A\ 4

Almacenamiento

llustracién 3 Preparacién de la materia vegetal
Elaborado por: Manobanda V, 2024
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3.3.3.2 Obtencion del extracto etanolico

En la siguiente ilustracidn se indica el proceso de obtencidn del extracto etanélico

Hojas de Vaccinium floribundum Kunth trituradas

Proporcidn etanol-agua
20:80; 50:50; 80:20; 96:4

Maceracién en

Macerado

Filtrar

Etanol 96° por 48 h

Solucién

refrioerada

etandlica

Materia

| vegetal

Concentrar en rotavapor a 40°C

Extracto etanélico

Maceracion en
Etanol 96° por 48h

Macerado

Filtrar

Solucioén etandlica

refrigerada

Concentracién en] rotavapor a 40°C

Solucién etandlica refrigerada

lustracién 4 Obtencion del extracto
Fuente: (Andrade y Murillo 2019)
Elaborado por: Manobanda V, 2024
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3.3.4 Célculo de porcentaje de rendimiento

El rendimiento de los extractos de las hojas de mortifio Vaccinium floribundum Kunth, se calculé

mediante la formula mencionada por (Cunalata 2023, pp. 26) , que describe a continuacion.

X
%Rendimiento = }Tl x 100
0

)

En la ecuacion (1) se empled para calcular el rendimiento de cada extracto.
Donde:
X1: Peso del extracto después de la evaporacion del solvente.

X, Peso seco del polvo vegetal antes de la extraccion.
3.3.,5 Cuantificacién de fenoles y flavonoides
3.35.1 Fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth (mortifio) se la
realiz6 por un método espectrofotométrico, que se fundamenta en una reaccion colorimétrica de
oxido reduccion, donde la sustancia oxidante fue el reactivo de Folin-Ciocalteu y el acido galico
se utiliz6 como estandar de compuesto fendlico, obteniendo una curva de calibracion con la
ecuacion que permitira determinar el contenido de fenoles en los extractos etanolicos. La

cuantificacion de la muestra y estandar, se aplicara el siguiente proceso establecido por (Vinueza
etal. 2017, pp. 161):

Para preparar una solucién de los extractos etanélicos y el estandar de acido galico (10, 20, 30,
40,50, 60,70, 80, 90 y 100 ppm), se diluyo en 95 puLL de agua destilada en una placa de 96 pocillos.
A las soluciones preparadas, se afiade 25 pL de solucion de reactivo FolinCiocalteu. Después de
6 minutos, se adiciona 75 puL de Na2CO3 al 7% y se mezcla suavemente. La mezcla de reaccion
se mantiene en la oscuridad durante 2 h, y se midié su absorbancia a 765 nm frente a una solucién
en blanco, que se preparara segun el procedimiento descrito anteriormente, excepto que la
solucion de extracto se sustituira por 5 pL de agua, utilizando el lector de microplacas. El TPC se

expresara como miligramos de equivalentes de acido galico (mg GAE/qg).
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3.3.5.2 Flavonoides totales

La determinacién de flavonoides totales de los extractos etanélicos de las hojas de Vaccinium
floribundum Kunth (mortifio) se basa en una reaccion colorimétrica que conlleva la formando de
un complejo color rosado entre el AlCIsy los flavonoides presentes, siguiendo el proceso descrito

por (Ochoa et al 2023, pp. 30-40):

Se procede a preparar una solucién de los extractos etandlicos y el estandar, la cual deben estar
diluidos en 180 uL de agua destilada. Se toma una alicuota de 30 puL de la solucion preparada, y
se distribuird en una placa de 96 pocillos y se agregé 10 pL de una solucion de NaNO2 al 5%.
Después de 6 min, se afiadié 20 pL de una solucion de AICI3 al 10% y se dejara reposar durante
6 min, luego de dejarle en reposo, a la mezcla se le adiciona 60 pL de una solucion de NaOH al
4% y se dejara reposar durante otros 15 min. La absorbancia de la mezcla se determina a 510 nm
frente a un blanco de agua preparado utilizando un lector de microplacas. Se empleo quercetina
como estandar a diferentes concentraciones entre 10-100 ppm equivalentes a quercetina,
obteniendo una curva de calibracion con la ecuacion que permitird determinar la concentracion
de flavonoides presentes en los extractos etanolicos y los valores se expresaran como miligramos

de equivalentes de quercetina por gramo de muestra (mg CE/g de muestra).

3.3.6 Determinacién de la actividad antioxidante

3.3.6.1 Método DPPH

Para la determinacién de la actividad de barrido de radicales de los extractos y fracciones contra

el radical libre DPPH se baso el método de Brand-Williams, siguiendo el proceso establecido por
(Guaméan 2022, pp. 25-34):

En una placa de 96 pocillos se coloca 10 pL de las soluciones diluidas de los extractos etanolicos
y solucion de Trolox y se adiciona 190 uL de solucion de DPPH (la concentracion final serd de
0,1 mM en metanol). La mezcla se agita suavemente y se deja reposar a temperatura ambiente en
la oscuridad durante 30 minutos. A continuacion, se medira la absorbancia a 517 nm frente al
metanol utilizando un lector de microplacas. La actividad de barrido de radicales DPPH de los

extractos se calculara a partir de la curva estandar de Trolox y se expresard como micromoles de
equivalentes de Trolox por gramo de muestra (wmol TE/g) o se obtiene el porcentaje de captacion

de radicales DPPH utilizando la siguiente ecuacion:
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Abnyppr; - Ab
% Inhibicion = DP‘Z*b Muestra 100
DPPH

@

Donde:
AbprprH €es la absorcién es la solucién control de DPPH;

Abwmuestra €S la absorcidn de la muestra

3.3.7 Evaluacion de actividad antiinflamatoria

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se realiza pruebas mediante el método de

edema plantar inducido por carragenina, para ello se realiza lo siguiente:

3.3.7.1 Biomodelos del bioterio

La adquisicion de ratones (Mus musculus) se lo realiz6 en la Ciudad de Riobamba en la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo, Bioterio de la Facultad de Ciencias, se solicité mediante un

oficio 40 ratones Mus musculus albinos hembras de 30g de 70 dias.

3.3.7.2 Ambientalizacién de biomodelos del bioterio

Para la ambientacion se distribuyd a 40 ratones en 6 cajas, cada una de estas conformadas por
cinco unidades bildgicas, durante 15 dias se llev6é un registro diario para conseguir un peso
constante de 30 + 3 gramos. Cada modelo animal fue etiquetado con una marca en la cola con
marcadores de diferentes colores. De esta manera se realizara la medicién de la inflamacion
usando el método de edema plantar usando carragenina, se establecieron 3 bloques
experimentales de 30,100 y 300 mg/kg del extracto etandlico de las hojas de Vaccinium
floribundum Kunth y los 2 bloques sobrantes corresponden al control positivo (diclofenaco sédico
100 mg/kg) y control (carragenina)(Andrade y Murillo 2019).
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3.3.7.3 Elaboracidn de los reactivos para evaluar la actividad antiinflamatoria

Tabla 3-4: Elaboracion de reactivos a usarse en el método de edema plantar

Elaboracién de reactivos Proceso

Carragenina Se peso 1g de carragenina y se disolvié en 100 ml de
cloruro de sodio al 0,9% para obtener una solucion de
carragenina al 1% que se utilizd6 para producir
inflamacién en el modelo animal.

Control positivo Se trituro 2 tabletas de diclofenaco sodico de 50 mg,
luego se pesd 100 mg y se disolvié con propilenglicol al
15%, finalmente se aforo en un balén de 100ml con
propilenglicol al 15%

Extracto a distintas concentraciones Se peso 1g del extracto de las hojas de Vaccinium
floribundum Kunth y se diluyo en 50 ml de
propilenglicol. Se hicieron disoluciones para obtener 3
concentraciones de 30, 100 y 300 mg/kg de peso

corporal.

Realizado por: Manobanda V, 2024

3.3.7.4 Modelo de edema plantar inducido por carragenina

Luego de los 15 dias de ambientalizacion a los biomodelos de experimentacion y una vez
preparado los reactivos, se procede a realizar la evaluacién de la actividad antiinflamatoria por el

método de edema plantar.

e Luego de 12 horas de ayuno se inmovilizo y administro via oral con una canula a
cada grupo experimental segin corresponda, las distintas concentraciones del

extracto y las soluciones de control positivo y grupo control.

e EIl volumen de dosificacion se realiz6 de acuerdo con la concentracion y peso del

raton.
o Después de una hora se inyecto 40 ul de carragenina al 1% en la pata trasera derecha.

e El volumen de la pata se medird inmediatamente luego de la administracion del
agente inflamatorio (tiempo cero). Los datos del area de la zona inflamada se
obtuvieron con la ayuda de una reglay el programa ImageJ, posteriormente cada hora

hasta 6 horas realizando el mismo proceso.
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Se realizo el calcul6 del porcentaje de inhibicidn de la inflamacion usando la siguiente

formula:
(Ct—C0)control — (Ct — CO)tratado

%inhibicion = (Ct— CO)control x 100

®

La ecuacion (3) se empleo para calcular el % de inhibicion de la inflamacién.

Donde:

Donde ( Ct — CO) control es la diferencia de medidas de la pata a las 6 horas en el ratén control
y ( Ct — CO) tratado es la diferencia de las medidas de la pata a las 6 horas en cualquier ratdn

tratado con el extracto de la planta. (Andrade y Murillo 2019)

Tabla 3-5: Disefio de la evaluacion de la “actividad antiinflamatoria” in vivo por edema plantar.

CODIGO GRUPO CANTIDAD SUSTANCIA CONCENTRACION

DE ADMINISTRAR
ANIMALES
GO Grupo blanco  5ratones ... L
Gl Grupo Control 5 ratones Carragenina 40 ul
G2 Grupo 5 ratones Diclofenaco 100mg/Kg
positivo sodico 0,4 mi
G3-E Grupo 5 ratones 300mg/Kg
experimental (0,4mL)
G4-E Grupo Extracto de 100mg/Kg
experimental 5 ratones Vaccinium (0,4mL)
G5-E Grupo floribundum 30mg/Kg
experimental Kunth (0,4mL)
5 ratones

Elaborado por: Manobanda V, 2024

3.3.8 Analisis de datos

Los resultados cuantitativos se evaluaron por el programa SPSS, por medio del test ANOVA de
un factor, que nos ayudd a identificar si existe diferencia significativa entre grupos de tratamiento
investigados, con una probabilidad p<0,05. Realizando el planteamiento de la hipotesis, siendo
las siguientes:

Ho: no existe diferencia significativa entre los tratamientos administrados a los animales de

experimentacion p>0,05
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H1: existe diferencia significativa por lo menos en uno de los tratamientos administrados p<0,05
Se concluye que no hay diferencia significativa entre los tratamientos, pero si se rechaza la
hipotesis nulay se acepta la hipotesis alternativa para que uno de los tratamientos tiene diferencia
se realiza el test de Tukey-B donde se determina en cudl de los grupos de tratamiento existe la

diferencia significativa con ayuda del porcentaje de inhibicion.
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CAPITULO IV

4., RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos de los extractos etandlicos de Vaccinium floribundum Kunth, y la

evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo se presentan a continuacion.

4.1 Determinacion de fenoles y flavonoides en las hojas de mortifio.

4.1.1 Rendimiento de los extractos etanolicos de las hojas de mortifio Vaccinium

floribundum Kunth

El mayor porcentaje de rendimiento fue de 28,779 % de la muestra etandlica de 50% de etanol y
50% agua, como se indica en la tabla 4-1. SegUn (Garcia, 2016) el rendimiento de la extraccion
depende en gran medida de la polaridad del disolvente empleado en el proceso. El uso de etanol,
metanol y sus mezclas con agua en diferentes proporciones como solventes de extraccion, sin
embargo, no existe un método y solvente definido, ya que dependera de la composicién quimica
de los compuestos a extraer, el tamafio molecular, y diversos factores como la temperatura,

tamafio de la particula, concentracion del solvente y relacién masa-solvente.

Tabla 4-1: Rendimiento de los extractos

Extracto etanolico Concentracion Rendimiento

(etanol: agua)

20:80 13,987 + 9,880
Vaccinium floribundum 5050 28,459 + 6,128
Kunth (hojas)

80:20 24,770 + 4,121

96:4 25,603 + 8,157

Elaborado por: Manobanda V, 2024

En latabla 4-1., se visualiz6 que el extracto con 50% de alcohol y 50% de agua, es el que presenta
mayor rendimiento, Segun (Benitez, 2019), esto se debe a que, el mejor método para aplicar es
utilizar la materia molida, porque la fraccion de la particula facilita el contacto entre el solvente

y el soluto. Ademas, la interaccion de las particulas favorece el rendimiento de la extraccion, esto
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fue comprobado gracias a la comparacion del efecto de agitacion y no agitacion aplicada en el
estudio realizado.

De acuerdo con la investigacion realizada por (Guaman Poaquiza, 2022), uno de los factores que
influyen directamente en el proceso de extraccion, es el contacto directo entre el solvente y el
material vegetal. Por lo que, esta variabilidad puede atribuirse al hecho de que, en el estudio citado
se realiza una extraccion hidroalcohélica de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth con
periodos cortos de agitacion durante 48 horas, mientras que, en la presente investigacion, los
recipientes del macerado se mantuvieron estaticos. Por otro lado, el rendimiento de Vaccinium
floribundum Kunth mediante extraccion hidroalcohodlica fue del 11,189 %, siendo este levemente
inferior en comparacion con el porcentaje de rendimiento obtenido del extracto etandlico

realizado en este estudio.

Acorde a lo mencionado por (Moncayo, 2018), se obtuvé un rendimiento del extracto de Vaccinium
meridionale de 19.44%, con un tiempo de 45 minutos a una concentracion 1:10 residual-
disolvente. En comparacion con los resultados de la tabla 4-1, se determin6 un rendimiento de

28,779% ligeramente superior al reportado en esta investigacion.

En latabla 4-1, se puede observar que el mejor rendimiento de Vaccinium floribundum Kunth es
del 50% alcohol y 50% de agua referente a las hojas de mortifio. De acuerdo con (Morales, 2021),el
rendimiento de extraccién depende de factores como el tiempo temperatura, maduracion de la
planta o fruto y la pureza del disolvente. En el proceso de deshidratacion del mortifio Vaccinium
meridionale, tuvo un rendimiento del 23, 34% siendo ligeramente inferior al valor obtenido en el
presente estudio. Esta diferencia puede deberse a que en este caso se realiza un proceso de

deshidratacion, ya que la materia prima tiene un 80% de agua.

4.2 Cuantificacién de fenoles totales

Tabla 4-2: Cuantificacion del contenido de fenoles totales de las hojas de mortifio.

Extracto etandlico Concentracion Fenoles totales mg
(etanol: agua) EAG/g
20- 80 53,3107 + 1,4108
Vaccinium floribundum Kunth 50-50 73,6278 + 1,2691
(hojas)
80-20 71,6442 + 2,0513
96-4 58,2087 + 2,4058

Elaborado por: Manobanda V, 2024
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llustracién 5 Cuantificacion de fenoles totales en las hojas de mortifio.
Elaborado por: Manobanda V, 2024

El extracto etandlico de las hojas Vaccinium floribundum Kunth presenté un contenido fenolico
notable, lo cual es altamente relevante y 6ptimo para futuras investigaciones. En particular, el
extracto obtenido con una concentracién de 50% de etanol y 50% de agua dio como resultado un
valor de 73, 6278 +1,2691 miligramos de equivalentes de &cido galico por gramo (mg EAG/Q).
Esta diferencia es notable en comparacion con el extracto etanélico preparado con una
concentracién de 20% de alcohol y 80% de agua. Estos hallazgos sugieren que una concentracion
mayor o igual al 50% de alcohol en él solvente van a favorecer para obtener una extraccion eficaz

del contenido fenolico de las hojas de mortifio.

En un estudio realizado por (Gonzélez, 2022), menciona que las hojas de Vaccinium leucanthum de
los extractos hidroalcoholicos con etanol al 96% realizados por el método de maceracion se
obtuvo un contenido de fenoles totales de 88,14 +0,50 mg EAG/ g del extracto, estos compuestos
fendlicos presentan diversas funciones como capacidad antioxidante, antibacteriana y
antiinflamatoria. Los resultados obtenidos en el estudio pueden ser una alternativa para prevenir
el estrés oxidativo y el tratamiento de algunas enfermedades. En el presente estudio la mayor
cantidad de fenoles totales del extracto etanélico de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth
fue de 73,6278+ 1,2691 mg EAG/g a una concentracion 50:50 (etanol-agua). (Aguado et al. 2013)
menciona que los alcoholes son &cidos mas débiles que el agua y que en sistemas bioldgicos estan
considerados como neutros para lo cual en la investigacion realizada, emplearon combinaciones
o relaciones de 50:50 en las cuales obtuvieron mayor concentracion de fenoles y flavonoides.
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Tabla 4-3.: Prueba de comparacién mdaltiple de Tukey HSD de fenoles totales.

Pruebas de Mdltiple Rangos Sig. Diferencia +/- Limites P valor ajustado
Contraste

MH 20% - MH 50% * -20,3172 2,98041 0,000

MH 20% - MH 80% * -18,3335 2,98041 0,000

MH 20% - MH 96% * -4,898 2,98041 0,001

MH 50% - MH 80% 1,98367 2,98041 0,275

MH 50% - MH 96% * 15,4192 2,98041 0,000

MH 80% - MH 96% * 13,4355 2,98041 0,000

* indica una diferencia significativa.
Elaborado por: Manobanda V, 2024

La prueba de comparacion mdltiple se realiz6 mediante el analisis estadistico, el cual afirmé que
todas las variables examinadas cumplian con la hipdtesis establecida, dado que el nivel de
significancia resultd ser inferior a 0,05. En la tabla 4-3 observamos la aplicacion de la prueba de

Tukey para realizar las comparaciones entre grupos.

En la tabla 4-3 verificamos si hay diferencia significativa entre las concentraciones de extractos
ya que son inferiores a 0,001, excepto la concentracion de 50% con 80%, ya que son
significativamente similares, el contenido de fenoles a comparacion con los demas extractos, esto
significa que al tener valores estadisticamente similares si se utiliza una concentracion de 50% oh
a su vez 80% obtendremos una buena cantidad de fenoles totales. También debemos tener en
cuenta que, al realizar esta comparacion, la influencia de los solventes usados en el proceso de
extraccion va a afectar sobre la concentracion de metabolitos secundario, fenoles totales presentes

en las hojas de Vaccinium floribundum Kunth.

4.3 Cuantificacién de flavonoides totales

Tabla 4-4: Cuantificacion del contenido de flavonoides totales de las hojas de mortifio.

Extracto etandlico Concentracién Flavonoides totales
(etanol: agua) mg EQ/g
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20-80 23,209 +9,6789

Vaccinium floribundum 50-50 190,047 + 13,528
Kunth (hojas) 80-20 161,380 + 14,500
96-4 182,047 + 9,6144
Elaborado por: Manobanda V, 2024
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llustracién 6 Cuantificacion de flavonoides totales en las hojas de mortifio
Elaborado por: Manobanda V, 2024

El extracto etandlico que se obtuvo de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth, presenté un
contenido de flavonoides totales, lo cual sera de gran ayuda para proximas investigaciones
relacionadas con el tema cientifico. En especifico, el extracto obtenido con una concentracion de
50% de alcohol y 50% de agua dio como resultado un valor de 190,047 + 13,528 miligramos de
equivalentes de quercetina por gramo (mg EQ/g). Existe una diferencia notable en comparacion
con el extracto etandlico preparado con una concentracion de 20% de alcohol y 80% de agua.
Estos hallazgos sugieren que una concentracion mayor o igual al 50% de alcohol en la extraccion
de las hojas de mortifio, sera un factor importante para obtener una extraccion eficaz del contenido
flavonoides de Vaccinium floribundum Kunth.

Una investigacion realizada por (Gonzalez, 2022) de las hojas de Vaccinium leucanthum obtiene

una concentracion de flavonoides totales de 63.46 + 0.08 mg EQ/g este resultado se obtiene del
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extracto hidroalcoholico con el método de maceracion con etanol al 60%, se lo dejo reposar
durante 24 horas en un lugar oscuro, en la tabla 4-4 podemos observar que el extracto de las hojas
de Vaccinium floribundum Kunth, etanol — agua 50:50 obtenemos un contenido de flavonoides
totales de 190,047 + 13,528 en comparacion con la investigacion antes mencionada tiene un
valor significativamente bajo a comparacién de otras fuentes bibliograficas. No existe
investigaciones acerca del contenido de flavonoides totales de las hojas de mortifio es por ello qué
se realiza una comparacion con un estudio donde evallan el contenido de flavonoides presentes

en las hojas de Vaccinium leucanthum.

Tabla 4-5: Prueba de comparacion maltiple de Tukey HSD de flavonoides totales.

Pruebas de Mdltiple Rangos Sig. Diferencia +/- Limites
Contraste

MH 20% - MH 50% * -166,837 22,5625
MH 20% - MH 80% * -142,326 23,9311
MH 20% - MH 96% * -158,837 23,9311
MH 50% - MH 80% * 24,5116 23,9311
MH 50% - MH 96% 8,0 23,9311
MH 80% - MH 96% -16,5116 25,2256

* indica una diferencia significativa.
Elaborado por: Manobanda V, 2024

La prueba de comparacién mdltiple se realizé mediante el analisis estadistico, el cual afirm6 que
todas las variables examinadas cumplian con la hipotesis establecida, dado que el nivel de
significancia resulto ser inferior a 0,05. En la tabla 4-4 observamos la aplicacion de la prueba de

Tukey para realizar las comparaciones entre grupos.

Se evidencia en la tabla 4-4 que si existe diferencia significativa entre las diferentes
concentraciones de extractos ya que son inferiores a 0,001, a excepcion de la concentracion de

50% con 96% Yy 80% y 96% ya que son estadisticamente similares, el contenido de flavonoides
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a comparacion con los demas extractos, esto quiere decir que al tener valores estadisticamente
similares si se utiliza una concentracién de 50%, 80% o0 96% vamos a obtener un alto contenido

de flavonoides totales presentes en el extracto de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth.

4.4  Determinacion de la actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos vegetales de Vaccinium floribundum Kunth se
evaluaron utilizando el método DPPH. En la tabla 4-5, indica la actividad antioxidante expresada
como el porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH, ademas se proporcionan los valores de

equivalentes de Trolox pumol /L.

Tabla 4-6: Capacidad antioxidante de los extractos etandlicos de las hojas de Vaccinium

floribundum Kunth.

Concentracion del

extracto de las hojas de % de Inhibicion pumol Equivalente
Vaccinium floribundum Trolox/L
Kunth
20:80 59,546 14,803 51,51740,116
50:50 65,815+1,441 51,770+0,089
80:20 59,461+1,456 51,51340,041
96:4 57,077+1,911 51,417+0,057

Realizado por: Manobanda V, 2024

Los antioxidantes son compuestos que interactian de forma segura con los radicales libres,
terminando la reaccion antes de que ocasionen dafios a las moléculas vitales, es decir reducen o
inhabilitan la oxidacion de otras moléculas (Guaman Poaquiza, 2022). El extracto etandlico derivado
de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth, dio como resultado que el extracto etanélico a una
concentracion 50% etanol y 50% de agua tiene un % de inhibicion de 65,815+ 1,441, y umol de
equivalentes de Trolox/L de 51,770 + 0,089.

En un estudio realizado por (Guaman Poaquiza, 2022), para la determinacion de la capacidad

antioxidante de los extractos de la especie V. floribundum Kunth se llevo a cabo por la técnica de
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DPPH (2,2-difenil-1picrilhidrazilo). Se evidencia que el resultado de la actividad antioxidante del
extracto de la hoja de mortifio posee un % de Inhibicion de 86,422 + 0,275, siendo este resultado
superior al obtenido en el presente estudio, esto puede deberse a diferentes factores con los

cambios climaticos, la zona geografica y la pureza del disolvente.

Tabla 4-7: Prueba de comparacion multiple de Tukey HSD de actividad antioxidante

Pruebas de Mdltiple Rangos Sig. Diferencia +/- Limites
Contraste

MH 20% - MH 50% * -6,2681 3,84122
MH 20% - MH 80% 0,0851644 3,84122
MH 20% - MH 96% 2,46977 3,84122
MH 50% - MH 80% * 6,35326 3,84122
MH 50% - MH 96% * 8,73786 3,84122
MH 80% - MH 96% 2,3846 3,84122

* indica una diferencia significativa.
Elaborado por: Manobanda V, 2024

La prueba de comparacién mdltiple se realiz6 mediante el analisis estadistico, el cual afirm6 que
todas las variables examinadas cumplian con la hipdtesis establecida, dado que el nivel de
significancia resultd ser inferior a 0,05. En la tabla 4-7 observamos la aplicacion de la prueba de
Tukey para realizar las comparaciones entre grupos. Podemos observar que si existe diferencia
significativa entre las diferentes concentraciones de extractos ya que son inferiores a 0,001, de
acuerdo con el contenido de actividad antioxidante del extracto de las hojas de Vaccinium

floribundum Kunth.
4.5 Inducciony evaluacion del Método de Edema Plantar con carragenina
Las mediciones de la evaluacién de la actividad antiinflamatoria se las realizaron con la ayuda

del programa ImageJ, los resultados obtenidos antes y después de la administracion de los

tratamientos previa induccién de la inflamacion se muestran a continuacion.
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45.1 Resultados de disminucion de la inflamacién

Tabla 4-8: Porcentaje de inflamacion de acuerdo con el tiempo y tratamientos.

AREAS DE INFLAMACION DE CADA TRATAMIENTO
TIEMPO DE MEDICION (Horas)

TRATAMIENTOS

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6

Control
(carragenina) 1,474 1,750 1,942 2,152 2,150 1,982 1,742

Diclofenaco sédico 100

mg/kg)

1978 1,952 1,874 1,758 1,610 1,510 1,398
Vaccinium floribundum
Kunth 300 mg/kg 1,284 1,702 1960 2,076 1,872 1,636 1,406
Vaccinium floribundum
Kunth 100 mg/kg 1,326 1,876 2,084 2,150 1,902 1,670 1,458
Vaccinium floribundum
Kunth 30 mg/kg 1,438 1978 2,160 2,094 1990 1,892 1,630

Elaborado por: Manobanda V, 2024

En la tabla 4-6, se indica las areas de las patas de los animales de experimentacion con
inflamacion que va desde el tiempo 0(CO0) hasta el tiempo 6 (Ct), para obtener los datos de las
areas de reduccion de inflamacién de cada animal se realizé mediante la ecuacion (3), con estos
datos podemos verificar que el grupo control tiene una reduccion de inflamacion de 0,268cm? ,
grupo control positivo (Diclofenaco sodico) tiene una reduccion de 0,120cm?, los extractos de
Vaccinium floribundum Kunth tanto de 100 mg/kg y 300 mg/kg tienen una reduccién de
0,132cm? y 0,122cm? mostrando que los dos extractos tiene una relacion con el grupo control

positivo, mientras que el extracto a una concentracion de 30 mg/kg reduce 0,192cm? |, dando a
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notar que a esta concentracién no tiene una alta actividad antiinflamatoria al igual que el grupo

control.

Gréfico 4-1: Areas de inflamacién acorde al tiempo

L Elaborado
AREA VS TIEMPO por:
Manobanda
2.500
V, 2024
2.000 En el
grafico 4-
1.500
= 1, se
& o
1.000 indica las
areas de
0.500
0.000
TO T1 T2 T3 T4 TS5 T6
TIEMPO
———CONTROL == C.POSITIVO 300 mg/kg =100 mg/kg =30 mg/kg

inflamacion acorde con el tiempo se puede ver gque la inflamacion va aumentando durante el
tiempo (T1- T3), y va reduciendo desde el tiempo (T4 — T6). En este caso se pudo comparar el
diclofenaco sddico y los extractos a 300 y 100 mg/kg similares al momento de reducir la
inflamacién, mientras que el grupo control y el extracto a 30 mg/kg tarda mas tiempo en reducir

la inflamacion.

Tabla 4-9: Porcentaje de inhibicion de la inflamacién de cada tratamiento

Control Diclofenaco 300 mg/kg 100mg/kg 30 mg/kg
(carragenina) sédico 100 mg/kg

% de Inhibicion 55,22 54,48 50,75 28,36

SD - 7,46 8,09 12,76 14,78

Elaborado por: Manobanda V, 2024
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llustracion 7 Porcentaje de inhibicion de la inflamacion de cada tratamiento de acuerdo con el tiempo
Elaborado por: Manobanda V, 2024

En la ilustracion (7), donde se aplic6 carragenina al 1%, la inflamacion se encuentra a 0% no se
presentd ningun porcentaje de inhibicion de la inflamacion, en los grupos que se aplicd
diclofenaco sddico y el extracto en 3 concentraciones diferentes, presenta una inhibicion de la
inflamacién, siendo el de mayor relevancia el de la muestra del grupo 5 donde se aplicé Vaccinium

floribundum Kunth 300 mg/kg de peso corporal.

Un estudio realizado por (Lara Torres, 2016), se evalud el efecto preventivo y antiinflamatorio
del arandano rojo en el desarrollo de la colitis ulcerativa experimental, se administré una dosis de
100 mg/kg/dia por via intragastrica durante 34 dias a ratas Wistar sanas, posteriormente se indujo
el modelo de colitis ulcerativa, dando como resultado gque el arandano rojo tiene un gran potencial
para tratar enfermedades gastrointestinales inflamatorias. Por otro lado, tanto la secrecién como
la expresion de IL6 y TNF-a, disminuyeron significativamente en las ratas tratadas con el extracto

de arandano rojo.
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4.6  Andlisis estadistico

Tabla 4-10: Analisis estadistico AN OVA de los tratamientos.

TEST ANOVA
% De Inhibicién
Suma de al Media F Valor P
cuadrados cuadrética
Entre grupos 11336,570 4 2834,143 28,193 0,000
Dentro de 2010,536 20 100,527
grupos
Total 13347,106 24

Elaborado por: Manobanda V, 2024

El andlisis estadistico ANOVA con un nivel de confianza del 95%, nos da como valor de p menor
que 0,05 por lo tanto, se rechaza la hipétesis nulay se acepta la hipétesis alternativa ya que existe
una diferencia significativa por lo menos en uno de los tratamientos aplicados. Se procedio a

realizar el test de Tukey y Dunnett con una confianza del 95% para determinar en cual de los

tratamientos existe una diferencia significativa.
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Tabla 4-11 Andlisis estadistico con Test Tukey y Dunnett

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza

Diferencia al 95%
(0] ) de medias Desv. Valor Limite Limite
Tratamiento Tratamiento (1-J) Error p inferior superior
HSD Tukey Control 300 mg -54,477200° 6,341192 ,000 -73,45242 -35,50198
100 mg -50,746400" 6,341192 ,000 -69,72162 -31,77118
30 mg -28,358200" 6,341192 ,002 -47,33342 -9,38298
Diclofenaco -55,224000" 6,341192 ,000 -74,19922 -36,24878
sodico
300 mg control 54,477200° 6,341192 ,000 35,50198 73,45242
100 mg 3,730800 6,341192 ,975 -15,24442 22,70602
30 mg 26,119000° 6,341192 ,004 7,14378 45,09422
Diclofenaco -, 746800 6,341192 1,000 -19,72202 18,22842
sédico
100 mg control 50,746400° 6,341192 ,000 31,77118 69,72162
300 mg -3,730800 6,341192 ,975 -22,70602 15,24442
30 mg 22,388200° 6,341192 ,016 3,41298 41,36342
Diclofenaco -4,477600 6,341192 ,953 -23,45282 14,49762
sodico
30 mg control 28,358200" 6,341192 ,002 9,38298 47,33342
300 mg -26,119000" 6,341192 ,004  -45,09422 -7,14378
100 mg -22,388200" 6,341192 ,016 -41,36342 -3,41298
Diclofenaco -26,865800" 6,341192 ,003 -45,84102 -7,89058
sédico
Diclofenaco control 55,224000° 6,341192 ,000 36,24878 74,19922
sodico 300 mg ,746800 6,341192 1,000 -18,22842 19,72202
100 mg 4,477600 6,341192 ,953 -14,49762 23,45282
30 mg 26,865800° 6,341192 ,003 7,89058 45,84102
T de Dunnett Control Diclofenaco  -55,224000" 6,341192 ,000 -72,03477 -38,41323
(bilateral)® sédico
300 mg Diclofenaco -, 746800 6,341192 1,000 -17,55757 16,06397
sédico
100 mg Diclofenaco -4,477600 6,341192 ,888 -21,28837 12,33317
sodico
30 mg Diclofenaco -26,865800" 6,341192 ,001 -43,67657 -10,05503
sodico

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

b. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con

este.

Elaborado por: Manobanda V, 2024
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Tabla 4-12: Test de Tukey con un nivel de confianza de 95%

Porcentajes de inhibicién de cada tratamiento

Tratamientos N Subconjunto para alfa =0.05

Control (carragenina) 5 0,00000

30 mg/kg extracto 5 28,35820
(Vaccinium floribundum
HSD kunth)
100 mg/kg extracto 5 50,74640
(Vaccinium floribundum
kunth)
300 mg/kg extracto 5 54,47720

Tukey?

(Vaccinium floribundum
kunth)
Diclofenaco so6dico 100 5 55,22400

mg/kg
Valor p 1,000 1,000 0,953

Elaborado por: Manobanda V, 2024

Mediante en Test de Tukey evidenciamos si existe una diferencia significativa entre los
tratamientos o si existe una relacion entre los tratamientos, mientras que el Test de Dunnett nos
permite comparar los grupos estdndar como el Diclofenaco sodico. En la tabla 4-10 se muestra
un grupo control (carragenina) en el cual observamos que no disminuye la inflamacién, el
tratamiento de 30 mg/kg del extracto de las hojas presenta actividad antiinflamatoria pero la
disminucién de inflamacién es muy baja. El tratamiento 300 mg/kg y 100 mg/kg del extracto de
las hojas de mortifio presenta una relacion con el grupo tratado con Diclofenaco sddico 100

mg/kg, considerando estos resultados son significativamente similares.

4.6.1 Determinacion del extracto etandlico con mejor actividad antinflamatoria

Se realizd la evaluacién de la actividad antiinflamatoria del extracto etanélico de las hojas de
Vaccinium floribundum Kunth a distintas concentraciones para evaluar cual de las dosis tiene
mejor actividad antiinflamatoria, al realizar la parte experimental y con la ayuda de analisis
estadistico obtenemos que las tres dosificaciones como 30, 100 y 300 mg/kg son efectivas pero

existen dos extractos que tienen mejor actividad antiinflamatoria como son 100mg/kg y 300
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mg/kg ya que tienen un efecto antiinflamatorio similar al Diclofenaco sédico 100 mg/kg. No
existen estudios donde nos den a conocer una dosis exacta del extracto de las hojas de mortifio
que ayuden a disminuir la inflamacidn, en este estudio realizado obtenemos que la dosis de 300
mg/kg tiene mayor actividad antiinflamatoria esto puede deberse a que se utilizd el extracto con
50 % etanol y 50 % agua que tiene una mayor concentracion de fenoles, flavonoides y actividad
antioxidante, esto ayuda a que existe un mayor porcentaje de inhibicion de la inflamacion en los

animales de experimentacion.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

» Se determind que el extracto etandlico 50:50 etanol-agua de las hojas de Vaccinium
floribundum Kunth presento un alto contenido de fenoles y flavonoides totales, esto es
importante para investigaciones futuras.

* Mediante la técnica de edema plantar se evalu6 la actividad antiinflamatoria del extracto
etanodlico de las hojas de Vaccinium floribundum Kunth a distintas concentraciones,
dando como resultado que las hojas de mortifio presentan actividad antiinflamatoria.

* Se determind que la mejor concentracion administrada en los animales de

experimentacion fue de 100 y 300 mg/kg mostrando asi que las hojas de mortifio

presentan potencial antiinflamatorio.
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5.2 Recomendaciones

¢ Implementar un protocolo para el cuidado y manejo de animales de experimentacion para

obtener resultados Gptimos en investigaciones futuras.

o Realizar investigaciones para evaluar la actividad antiinflamatoria de las hojas de mortifio
en otros modelos animales ademas de los ratones, como ratas o modelos animales con

enfermedades especificas, para obtener resultados acerca de su potencial terapéutico.

e Tener conocimiento sobre bioética en animales de experimentacion.

e Realizar estudios in vitro para ver la toxicidad del extracto etandlico de las hojas de

mortifio.
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ANEXOS

ANEXO A: Recoleccién de la materia prima Vaccinium floribundum Kunth




ANEXO C: Maceracion de los extractos a diferentes concentraciones

N

ANEXO D: Filtracion de los extractos




ANEXO E: Evaporacidn del solvente




ANEXO G: Animales de experimentacion




ANEXO I: Ambientalizacién de animales de experimentacion




ANEXO K: Administracion de los diferentes extractos
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