ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE
llex guayusa (Loes), Vernonanthura patens (Kunth) Y Theobroma
cacao (Linneo) EN EL MODELO ANIMAL RATA (Rattus
norvegicus) DE LABORATORIO”

TRABAJO DE TITULACION:
TIPO: TRABAJO EXPERIMENTAL

Presentado para optar al grado académico de:
BIOQUIMICA FARMACEUTICA

AUTORA: MARIA NARCISA PALCHIZACA PINGUIL
DIRECTORA: DRA. SUSANA ABDO LOPEZ, M.Sc.

Riobamba - Ecuador
2019



©2019, Maria Narcisa Palchizaca Pinguil

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o

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



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

El Tribunal del trabajo de Titulacion certifica que: El trabajo de Titulacién Tipo: Trabajo
experimental “EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE llex guayusa
(Loes), Vernonanthura patens (Kunth) Y Theobroma cacao (Linneo) EN EL MODELO
ANIMAL RATA (Rattus norvegicus) DE LABORATORIO” de responsabilidad del sefiorita.
Maria Narcisa Palchizaca Pinguil, ha sido minuciosamente revisado por los Miembros del Trabajo

de Titulacidn, quedando autorizada su presentacion.

FIRMA FECHA

Dra. Susana del Pilar Abdo Lépez, M.Sc.

DIRECTOR DE TRABAJO DE
TITULACION

Lcda. Karen Lisseth Acosta Ledn, M.Sc.
MIEMBRO DEL TRIBUNAL




Yo, Maria Narcisa Palchizaca Pinguil, soy responsable de las ideas, doctrinas y resultados
expuestos en este Trabajo de Titulacion y el patrimonio intelectual del Trabajo de Titulacion

pertenece a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Maria Narcisa Palchizaca Pinguil

030200509-5



DEDICATORIA

Mi trabajo de titulacion la dedico con todo mi amor y afecto a Dios por haberme dado la vida,

salud y por haberme permitido cumplir este anhelo.

A mis padres Segundo y Maria quienes con su amor, paciencia y sacrificio me apoyaron a lo largo

de toda esta trayectoria de formacion profesional.

A mi esposo Felipe gracias por estar siempre en esos momentos dificiles brindandome su amor,

comprension y paciencia.

A mi preciosa hija Paulina por ser mi fuente de inspiracion y motivacién para poder sobresalir

cada dia y asi poder luchar para que la vida ofrezca futuro mejor.

A mis hermanas Manuela Y Blanca por estar siempre presente brindandonos su apoyo moral.

Narcy



AGRADECIMIENTO

Quiero expresar mi gratitud a Dios por bendecirnos la vida, por guiarnos a lo largo de nuestra
existencia, por ser apoyo y fortaleza. Gracias a mis padres: Segundo y Maria por ser los
principales promotores de mi suefio, por confiar y creer en mis perspectivas, por los consejos,

valores y principios que nos han inculcado.

A mi esposo por ser apoyo incondicional en mi vida, que con su amor y respaldo, me ayuda

alcanzar mi suefio.

A mi preciosa Paulina por ser mi fuerza y fortaleza, y a mi pequefio Angelito que cuidas desde

cielo, ddndome energia y aliento, gracias te extrafio amor.

A mis docentes de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, por haberme compartido sus conocimientos a lo largo de la formacion de mi
profesion, de manera especial a la Dra. Susana Abdo tutor de mi trabajo e titulacién y Licda.
Karen Acosta colaborado quienes han guiado con sus valiosos conocimientos, gracias a ustedes

con su paciencia, dedicacion, apoyo incondicional y amistad.

Narcy



INDICE DE ABREVIATURAS

Ag-Ac Antigeno-anticuerpo

CD62L L-selectina

CD62P P-selectina

MEC Matriz extracelular

PG Prostaglandinas

LT Leucotrienos

PGL Prostaciclina

PGE2 Prostaglandina E2

PGF Prostaglandina F2

FNT Factor de necrosis tumoral
COX Ciclooxigenasa

AINES Antiinflamatorios no esteroides
DAP Altura del pecho

NADPH Nicotinamida-Adenina-Dinuclettido-Fosfato
cm? Centimetros cubicos



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN. ...ttt ettt st r e et e bt s ee e b enes Xii
SUMMARY .ottt et sttt s b et e bt eb e b e s b e et e bt sseenesreeanenreereens xiii

CAPITULO |
1. MARCO TEORICO

11

1.1.1.
1.1.2.
1.1.3.

1.1.3.1
1.1.3.2.
1.1.3.3.
1.1.3.4.

1.1.4.

1.1.4.1.
1.1.4.2.

1.15.
1.1.6.

1.1.6.1.
1.1.6.2.
1.1.6.3.
1.1.6.4.
1.1.6.5.
1.1.6.6.
1.1.6.7.
1.1.6.8.

1.2.
1.2.1.

1.2.1.1.
1.2.1.2.

1.2.2.

INFIAMACTON ...ttt e ean 4
DETINICION ...ttt sttt b ettt seebestenbenaens 4
SHPNOS CHNMICA ...ttt sttt 5
(O - 1] o= Tox o] o OSSR 5
Por tiempo de PEISISTENCIA. ...c.ecveeieitieeececeete ettt s aesreeaeens 5
Por el cardcter de eXUAadO. ........couerueieieirieie e 6
PO 18S CAUSAS. ....vevieeeeieciieiesieeeete sttt te st e et e st estesteeseessesseestesseeseessesseensessenneens 6
Por sus caracteristicas MorfolOgiCas. .........couveririririnieinieirese s 6
FISTOPALOIOGIA. ... ettt ettt 7
CamDIOS VASCUIAIES .......ooueriiriirieieieieeiesesie sttt st sttt sbe st aas 7
CambDIOS CRIUIATES.......eouiieiieeieee ettt 8
Mediadores celulares de 1a inflamacion............cccoeovernenninninceeee 9
Mediadores quimicos de la inflamacion.............c.cccoovevveiniieceseceeeeee e 10
WX [0 (oI U= To 0] To [o] T oo FS USRS 10
HISEAMING ...ttt sttt ettt seesessestenae s 11
e (0] (0] 1 4 - USSP 12
Sistema del COMPIEMENTO .......oivieieiecieeseeeee ettt eeeens 12
(@70 To 1] F= Vol To ] o USSP 12
(O (0] - USROS 12
Factor activador de 1aS PlagUELas..........ccccceerueeeeiieiieiecie et 13
REPATACION ...ttt ettt st e et e s re et e st e e e e besbeeabesbeeseenbesaeenns 13
Farmacos antiinflamatorios. ..o 13
Antiinflamatorios no esteroides (AINE) ......cccovveevereereceeeeeeee e 13
MECANISMO A8 ACCION ....c.vevereeeeiieieeieeie sttt sttt stestestesaesteee e eseeseesesseseesaenes 13
L oot (0L 3R=T6 1= T L RS S 14
GIUCOCOMTICOIARS ...ttt sttt sbe e 14



1.2.3.
1.2.3.1.
1.3.
1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.
1.3.4.
1.35.
1.4.
1.4.1.
1.4.2.
1.4.3.
1.4.4.
1.45.
1.5.
1.5.1.
1.5.2.
153.
1.5.4.
1.6.
1.7.
1.7.1.
1.8.
1.9.

DiICIOfENACO SOUICO ....eeeieeeieeieeiee ettt ettt e ettt e s ettt e s eeaeeessareeeesssrseeesssrseeessanes 14

MECANISMO A8 ACCION ....euviueinienieiieiieieeie sttt sttt sttt et ebesbeste b nes 15
Guayusa (11eX QUAYUSA T0BS ) ...cuveuveuieiiriiriirienierieteteeee ettt 15
DiStribuCiON gEOGIATICAL .......euevveuirtiirieee e 15
LI R0 010 11T PSSRSO 16
DeSCrIPCION DOLANICA........ccviiteeieciecieee ettt s eans 16
COMPOSICION ...ttt et esteebe et e steesa e besraesaesreesseseeennans 16
Propiedades Y USOS .......cceeirririiriinieieieieienieste sttt 17
B Lo 0] ] g = o= Tox - o J SR 17
Distribucion gOGIAfiCa........ceeciecieceeeceeeere e e 18
LI 0] 010 11T PSSRSO 18
DeSCriPCION DOLANICA........ccviiveeiiciecieeece ettt st eanas 18
COMPOSICION .ttt ettt b ettt sttt b e esesnenes 19
PropIEdadES Y USOS .....cuveueriieririinteieieieeeie sttt sttt ettt sttt ettt ne e 19
VernoNANthUIa PALENS ........ccveveveirieieieieieee ettt se et nessenens 19
Distribucion geOGIAICa........cvecveiiicecececeece e 20
LI (0] 010 11T USSP 20
DeSCHIPCION DOTANICA. ......c.eveiirieiirieirierieet et 20
COMPOSICION .ttt sttt sttt b e s nnenes 21
ComMPUESTOS FENOIICOS .......ecviiiceeeie ettt st st sreernens 21
FIAVONOIAES ...ttt ettt st ettt ebe b st ae s 22
Mecanismo de accion antinflamatoria de los flavonoides............cccoceveveneenecinienens 23
AUCIOITES ...ttt sttt et be e nen 23
Edema plantar inducida por Carragening..........cccceceveeeecieseeeeseseeseesreeeesre e 23

CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO.....ccciirirrererireeeseesesssssssssessssssssssessssssssssssssssssssessssssns 25
2.1. Lugar de iNVESTIGACION ......c.ccueieeeiceieeeeeee ettt aas 25
2.2. ODtenCion de 18 MUESEIA......c.ocueiiieirieireeeee et 25
2.3. REACHIVOS DIOIOGICOS ..ottt st e 25
2.3. 1. DESCIIPCION ......ecueetietietieteetetet ettt ettt st sttt et e e seeteeaesbeste s e s esseseesseseesessessesan 25
2.3.2. CONAICIONES ...ttt sttt 26
2.4. Equipos, materialeS Y FACLIVOS. .......ceceeeeriiceeieseeeeste ettt 26
2.5. TECNICAS Y METOUODS. ... cviieieieieieieeete ettt sttt sessesseseennas 27
2.5.1. Control de la calidad de la droga Cruda ............ceecuvecieevieeneenee e 27
2.5.1.1. Determinacion de NUMEAd ...........cceeririrueuirinieieinrecerre et 27



2.5.1.2.
2.5.1.3.
2.5.1.4.

2.5.2.
2.5.3.

2.5.3.1.
2.5.3.2.
2.5.3.3.

2.5.4.
2.5.5.
2.6.

2.6.1.

Determinacion de las Cenizas totalesS..........ocovevverieiieieinenererereeeeeee e 28
Determinacion de cenizas SolUbIES €N agua ........cccceeveveieeciere e 28
Determinacion de cenizas solubles en &cido clorhidrico.........ccoveveveneeneenccnienene 29
Tamizaje fIitOQUIMICO......cciiirieieieet e 30
Obtencion del extracto BIANMO ..........cocveiriririreeee e 30
Determinacion de 1os requisitos organoléptiCos.........cccovveecieveeeeveseeeese e 31
DeterminacCion de PH ........coviiieieieceeee e s 31
Determinacion de SOlIdOS tOtAlES ........c.cvvererierieieieieeeeee e 31
Cuantificacion de fenoles totales.........couviverirerierieieeee e 31
Cuantificacion de flavonoides totales..........cooevererieieiniriresereeeeeee e 32
Evaluacion de la actividad antiinflamatoria...........c.cocecevenineneneneieccescene 33
ANALISIS ESLAISTICO ...veveevieiieiieiesieres e 35

CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES........cooetitiiteeeeeseesee e 37
3.1. Control de calidad de la droga Vegetal ..........ccccecveiieieieeiececeeeee e 37
3.1.1.  Determinacion de NUMEad..........ccueueriririeirieirieee e 37
3.1.2. Determinacion de cenizas totales...........ocuveerireririinicinieeee e 38
3.1.3.  Determinacion de cenizas SOIUDIES €N AQUA.........coreerueireirieirereeeere e 38
3.1.4.  Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico...........ccccoeveiveincenicnnns 39
3.2. Tamizaje fitOQUIMICO .....ocveeeeeceeeeceeeeeee ettt st 39
3.3. Control de calidad de extracto bIando ..o, 42
3.4 Cuantificacion de fENOIES ...........ccorieirrece e 43
3.5 Cuantificacion de los flavonoides totales............cccoveereineincincincccecen 44
3.6 Cuantificacion de alCaloides..........c.ooeireririinieniciee e 45
3.7. Efecto antiinflamatorio de 10S eXtractos..........c..cceveereiricineineeeeeeereeceins 46
3.7.1.  Resultados de la administracion de [0S eXtractos ..........c.ccecerrrrreererinrercrenenrereenenene 46
3.7.2. ANALISIS EStAISTICO. ......cveiiiciciierie et 47
CONCLUSIONES. ...ttt sttt ettt e b e s bt sbe e st e eateebeesbeesaeesanenas 50
RECOMENDACIONES. ...ttt sttt b e st st st sbe e saeesanenas 52
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-1: Taxonomia de HEX QUAYUSA.........ccevvevirieiieeieieeiesiestee e sre et seesre e eesresreenaesre s 16
Tabla 2-1: Taxonomia de TheODromMa CACAO ........cccveveieiriiiire s 18
Tabla 3-1: Taxonomia de Vernonanthura Patens ..........cccccvevveieieeiese e 20
Tabla 1-2: Descripcion de las ratas (Rattus NOMVEQICUS).......cueiueeeeieieeieeseseesieseeiesresreesiesnes 25
Tabla 2-2: Condiciones para ratas (Rattus NOFVEGICUS) ........ccveiveeeeiueseeieeiieiee e seesiesresraesaesnes 26
Tabla 3-2: Equipos, materiales y reactivos utilizados en trabajo de investigacion.................... 26
Tabla 4-2: Modelo experimental para la evaluacion del efecto antiinflamatorio...................... 35

Tabla 1-3: Resultado de determinacién de la humedad de las drogas vegetales llex guayusa,
Vernonanthura patens y de Theobroma CaCa0 ..........cccurveveieiriniiire e 37
Tabla 2-3: Resultado de determinacién de cenizas totales de las drogas vegetales llex guayusa,
Vernonanthura patens y de Theobroma CaCa0 ...........cceverveieiriniiisese s 38
Tabla 3-3: Resultado de determinacion de cenizas solubles en agua de las drogas vegetales llex
guayusa, Vernonanthura patens y de Theobroma Caca ............cuevvereriveieeninieeneneere e seenie e 38
Tabla 4-3: Resultado de determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico de las drogas

vegetales llex guayusa, Vernonanthura patens y de Theobroma cacao..........cccccceevevvvrvieerennne 39
Tabla 5-3: Resultados de tamizaje fitoquimico de llex guayusa...........ccocevreiereieieiinenineieeens 39
Tabla 6-3: Resultados de tamizaje fitoquimico de Vernonanthura patens...........ccccoceeervennane. 40
Tabla 7-3: Resultados de tamizaje fitoquimico de Theobroma cacao...........cccccevvevevvcveinennnns 41

Tabla 8-3: Resultados de parametros organolépticos de los extractos blandos de las especies llex

guayusa, Vernonanthura patens y Theobroma Cacan............cccccveveieieeieesieseese e sreseesie e 42
Tabla 9-3: Resultados de parametros fisico-Quimico de los extractos blando .............c.c.c...... 42
Tabla 10-3: Cuantificacién de fenoles totales por espectrofotometria...........ccccceeveveieiieiennn, 43
Tabla 11-3: Cuantificacién de flavonoides totales por espectrofotometria...........c.cccoevevenenees 44
Tabla 12-3: Cuantificacion de alCaloides. ..........cooeieieieieiiice s 45
Tabla 13-3: Resultados del volumen promedio de inflamacidn (cm) .........ccccceevvveiiiciicien, 46
Tabla 14-3: Resultados del porcentaje de inhibicion de la inflamacién .............c.cccccoveeen, 47
Tabla 15-3: Test modelo lineal general para los diferentes tratamientos...........cccceeeveveveriennnne 49

Tabla 16-3: Test de Duncan del efecto antiinflamatorio de los grupos tratados en diferentes
TIBIMIPOS. .ttt E bR Rt b ettt n e 49



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

INDICE DE FIGURAS

Esquema general de la reaccion inflamatoria. .........c.ccoocovvieeii i 4
Derivados de &Cido araqUidOnIiCO. .........ccvvveririerieiiieie et 11
Especie (HEX QUAYUSE L.) ..o 15
Especie Theobroma Cacan L...........ccoreieieiiiiicee s 17
Especies Vernonanthura Patens............ccoeoeeiiiienene s 19

Clasificacion de varios flavonoides (A) Flavanos (B) Flavonas (C) Flavonoles (D)

Flavanonas (E) Flavanonoles (F) Flavan-3-ols, y (G) I1soflavonas.............cccoccevevvivenniveninnnnnn, 22

Figura 1-3:

Porcentaje de inhibicion de la inflamacion de los diferentes grupos experimentales

VS tiempo de 10S Grupos tratados .........coveiveieieiiiiis s 47



INDICE DE ANEXOS

ANEXO A. droga vegetal de Theobroma cacao, Vernonanthura patens y llex guayusa
ANEXO B. Control de calidad de la droga vegetal

ANEXO C. Tamizaje fitoquimico de los extractos

ANEXO D. Concentracion de los extractos de Theobroma cacao, Vernonanthura patens y llex
guayusa.

ANEXO E. Cuantificacidén de los fenoles totales y flavonoides en espectrofotometria de los
extractos de Theobroma cacao, Vernonanthura patens y llex guayusa.

ANEXO F. Preparacion de reactivo de Folin- Ciocalteu

ANEXO G. Cuantificacion de los alcaloides de los extractos de Theobroma cacao,
Vernonanthura patens y llex guayusa.

ANEXO H. Dosis de administracion a las ratas dependiendo su peso.

ANEXO I. Cuidado y mantenimiento de las ratas de experimentacion

ANEXO J. Rata (Rattus norvegicus) de experimentacion

ANEXO K. Administracion via oral de los extractos

ANEXO L. Induccion de solucién de carragenina (0.1ml) al 1% en suero fisioldgico.

ANEXO M. Volumenes calculados de las patas de las ratas de los extractos de Theobroma cacao,
Vernonanthura patens y llex guayusa, control positivo Diclofenaco sddico y de vehiculo.

Xi



RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de titulacion fue comprobar la actividad antiinflamatoria de los
extractos de las hojas de llex guayusa, Vernonanthura patens y Theobroma cacao, aplicando dos
dosis. Este trabajo se realizd en colaboracion con Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del
Ecuador, ESPOL. Se realiz6 control de calidad de la droga tipo fendlicos, flavonoides, alcaloides
saponinas. EIl contenido de los fenoles totales, flavonoides y alcaloides se determiné a través de
técnicas espectrofotométricas. La evolucion del efecto antiinflamatorio se basé en el método de
edema subplantar inducido por carragenina. La inflamacién fue provocada por induccion de
carragenina al 1%, bajo la aponeurosis plantar de la pata izquierda de la rata. Se emplearon 24
ratas, las mismas que fueron seleccionadas al azar y divididas en 8 grupos de 3 ratas. Se utilizo
como control positivo (d iclofenaco sodico) y el control negativo (agua destilada), extractos de
llex guayusa, Vernonanthura patens y Theobroma cacao a concentracién de 100 mg/kg y 300
mg/kg. La administracion de los tratamientos fue por via oral 30 minutos antes de la induccion
de patologia. Se midi6 el volumen de la pata y se calculé el porcentaje de inhibicién de la
inflamacioén mediante el programa de programa Microsoft Office Excel 2013. Para el analisis
estadistico se aplico test de univariables y DUNCAN. Los extractos de llex guayusa y Theobroma
cacao (300 mg/kg) presentaron mayor efecto antiinflamatorio en tiempo de 24 horas después de
la induccion de la patologia, y Vernonanthura patens (100 mg/kg) presentd menor porcentaje de
inhibicion, ademas, no existe diferencia significativa entre T. cacao a 300 mg/kg y el control

positivo. Se recomienda realizar estudios toxicoldgicos de las tres especies.

Palabras claves: BIOQUIMICA, FARMACIA, GUAYUSA (llex guayusa), LARITACO
Vernonanthura patens), CACAO (Theobroma cacao), FENOLES, FLAVONOIDES,
ALCALOIDES, ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA.

xii



SUMMARY

The objective of the present titration work was to verify the anti-inflammatory activity of the
extracts of the leaves of llex guayusa, Vernonanthura patens and Theobroma cacao, applying two
doses. This work was carried out in collaboration with the Center for Biotechnological Research
of Ecuador, ESPOL. Control of the quality of the drug phenolic type, flavonoids, alkaloids
saponins. The content of the total flavonoids and alkaloid phenols was determined by
spectrophotometric techniques. The evolution of the anti-inflammatory effect was based on the
method subplantar edema induced by carrageenan at 15, under the plantar aponeurosis of the left
leg of the rat. Twenty-four rats were used, which were randomly selected and divided into 8
groups of 3 rats. It was used as a positive control (d iclofenac sodium) and negative control
(distilled water), extracts of llex guayusa, Vernonanthura patens and Theobroma cacao
concentration of 100 mg/kg and 300 mg/kg. The administration of the treatments was orally 30
minutes before the induction of the pathology. The paw volume was measured and the inhibition
percentage of inflammation was calculated by means of the program program Microsoft office
Excel 2013. For the statistical analysis, the univariate and DUNCAN test were applied. The
extracts of llex guayusa and Theobroma cacao (300 mg/kg) had a greater anti-inflammatory effect
in 24 hours after the induction of the pathology, and Vernonanthura patens (100 mg/kg) presented
a lower percentage of inhibition, there is no difference significant difference between T. cacao at
300 mg /kg and the positive control. It is recommended to carry out toxicological studies of the

three species.

Keywords: BIOAQUIMICA, FARMACIA, GUAYUSA (llex guayusa), LARITACO
(Vernonanthura patens), CACAO (Theobroma cacao), PHENOLS, FLAVONOIDS,
ALCALOIDS, ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY.
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INTRODUCCION

La inflamacion es la reaccion del organismo en respuesta a un traumatismo o a una infeccién. La
inflamacion es un proceso reactivo, confuso, inespecifico, que se caracteriza por alteraciones
locales, coordinadas, de los vasos sanguineos y tejido conjuntivo, que puede alterar la homeostasis
general y cuya funcién es localizar, excluir, o al menos aislar el agente lesivo, que finaliza en la

reparacion del tejido lesionado (Serrano & Valencia, 2014, pp. 48-60).

Las enfermedades inflamatorias como artritis reumatoide, cancer, diabetes, gota, asma, dermatitis
y diversas dolencias menores, constituyen un problema de salud importante, debido a falta de

medicamentos eficaces para su uso por periodos prolongado (Regalado & Séanchez, 2015, pp. 5-6).

Los medicamentos utilizados clasicamente para tratar enfermedades inflamatorias como
antiinflamatorios no esteroides, muestran algunas reacciones adversas, el uso prolongado de estos

farmacos, la mayoria de naturaleza digestiva, como anorexia, nauseas, dolor abdominal y diarrea
(Perea & Lopez , 2016, pp. 75-77)

El uso de plantas medicinales como un reemplazo terapéutico natural a los Antiinflamatorios no
esteroides ha sido siempre considerado una alternativa razonable a ser estudiada, debido a las
evidencias de metabolitos secundarios, que han demostrado efectos antiinflamatorios similares a

los farmacos Antinflamatorios no esteroides (Shojaii, et. al. , 2015, pp. 1-6).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definié como Medicina Tradicional al conjunto de
conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de
diferentes culturas, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el

diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales (OMS, 2000).

Las plantas terapéuticas tienen una sustancial contribucion en el sistema de salud de comunidades
locales ya que son utilizadas de modo habitual, por la mayoria de los nativos. Ecuador es
considerado uno de los paises con mayor diversidad en el mundo, donde el 80% de la poblacion

utiliza la Medicina Tradicional y por consiguiente las plantas o sus productos naturales (Paredes et.
al., 2015, pp. 39-40)

Actualmente, el Ministerio de Salud busca fortalecer y consolidar la salud intercultural,

incorporando la medicina ancestral y alternativa al Sistema Nacional de Salud, mediante



estrategias para potenciar la préactica de la medicina ancestral, tradicional y alternativa, mediante

la investigacion, para su buena practica (MsP, 2013).

llex guayusa L. es un planta de hojas perenne perteneciente a la familia Aquifoliaceae, nativa
amazonica y andina, abundantemente distribuida en la region amazonica de Ecuador (Radice et al.
2017) . En la medicina popular atribuye como estimulante nerviosa, y muscular, digestivo,
expectorante y reductor del nivel de azlcar en la sangre (Torres, 2013, pp. 2-3).

Vernonanthura patens es un arbusto de la familia Asteraceae que crece en cierto regiones del
Ecuador. La medicina tradicional indica que la coccion de las hojas tiene efectos antipaltdicos,
antihelminticos, mientras que los estudios cientificos han demostrado que las hojas de

Vernonanthura patens contienen actividad antileishmanial y antioxidante (Chéez, et. al., 2018).

Theobroma cacao es una planta tropical que crece naturalmente en la selva tropical, que pertenece
a la familia Malvaceae. EI consumo de cacao es benéfico para la salud de los humanos. Ademas

en la medicina popular informa que el cacao tiene efecto antiséptico, diurético y antiparasitario (
Nisthal & Méndez, 2013).

Este trabajo de investigacién ha sido realizado en colaboracion con el Centro de Investigaciones
Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE) de la Escuela Superior Politécnica del Litoral, quienes han
proporcionado las muestras para la evaluacion del efecto antiinflamatorio de llex guayusa,
Vernonanthura patens y cascaras de Theobroma cacao, plantas que se encuentran en regiones
tropicales, para evaluar sus efectos antiinflamatorios, con el propésito de confirmar el uso popular
de estas especies, debido a que las plantas contienen compuestos antioxidantes como compuestos

fendlicos, flavonoides, alcaloides.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el efecto antiinflamatorio de extractos llex guayusa, Vernonanthura patens y

Theobroma cacao en el modelo animal rata (Rattus novergicus) en laboratorio.

Objetivo especificos.

o Realizar el control de calidad de las drogas secas y de los extractos de las especies llex

guayusa, Vernonanthura patens y Theobroma cacao.

e Efectuar la cuantificacion de los compuestos quimicos presentes en las especies con efecto

antiinflamatorio mediante métodos apropiados (fenoles, flavonoides y alcaloides).

e Comprobar y comparar el efecto antiinflamatorio de las especies llex guayusa,

Vernonanthura patens y Theobroma cacao.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1 Inflamacién

1.1.1. Definicién

La inflamacidn es una reaccion a la irritacién en el tejido conjuntivo vascular como respuesta a
los agentes enddgenos o exdgenos, mediante la intervencién de los factores solubles y células

llamados mediadores inflamatorios (Duce, 2004, p. 50).

La inflamacion es la respuesta normal de sistema inmunolégico, que protege contra infeccion, la
irritacion, las toxinas y otras moléculas extrafias, mediante proceso de reclutamiento de glébulo
blanco y proteinas plasmaéticas desde la sangre, su reserva en los tejidos y su activacion para

destruir de los microorganismos (Abbas, et al., 2015, p. 9).

Figura 1-1: Esquema general de la reaccion inflamatoria.

Fuente: (Marin, 2015)



1.1.2. Signos clinica

Las manifestaciones clinicas de la inflamacién pueden clasificarse en locales y sistémicas.

El rubor o eritema se debe al acimulo de sangre como consecuencia de la vasodilatacion y de la

estasis vascular de la regién inflamada.

El tumor o aumento de tamafio es consecuencia del acimulo de exudado inflamatorio y de sangre.

El calor estd producido también por la vasodilatacion més el aumento del metabolismo que se

desarrolla a este nivel.

El dolor estd producido por la irritacion de las fibras nerviosas en el &rea lesionada, como
consecuencia del dafio producido por el agente etioldgico, asi por la medicidn de sustancias como
la bradicinina, la histamina y la prostaglandina E2.

La impotencia potencial es la incapacidad del 6rgano afectado para realizar adecuadamente su
funcion como consecuencia de las alteraciones que en él se han producido. (Duce, 2004, p. 53).

1.1.3. Clasificacion

Las caracteristicas de la inflamacion son diversas y permite su clasificacién, tomando en cuenta
el tiempo de duracion, el caracter del exudado, etiologia, caracteristicas morfoldgicas y

localizacion.

1.1.3.1. Por tiempo de persistencia.

Agudas: es la inflamacién con una respuesta inmediata al agente agresor su finalidad es liberar
mediadores de defensa del organismo en el area de la lesidn cuya iniciacién es rapida y cursa una
duracion corta (Villalba, 2014). Sus caracteristicas fundamentales son la exudacion de liquidos, de
proteinas plasmaticas como la formacion de edema y la migracion de leucocitos principalmente

de la migracion de neutr6filos (Ledn, et. al., 2015, pp. 47-49).

Cronicas: es un proceso prolongado que puede durar entre semanas y afios, existiendo en ese
tiempo destruccion tisular, inflamacion activa y un repetitivo intento de reparacion (Villalba, 2014).
Las caracteristicas de la inflamacion crénica son la proliferacion de vasos sanguineos, fibrosis y

necrosis tisular (Leon, et. al., 2015, pp. 47-49).



1.1.3.2. Por el caracter de exudado.

Trasudado. Se caracteriza por la presencia de liquido extravascular con bajo contenido proteico,
producto de un ligero cambio en la permeabilidad vascular (Villalba, 2014). También éste produce
un aumento de la presion hidrostatica intravascular que favorece la salida de liquidos y moléculas

de bajo peso desde el interior del vaso hacia el intersticio (Duce, 2004, p. 53).

Exudado. se caracteriza por la presencia de liquido inflamatorio extravascular con alto contenido
de proteina, lo cual denota bastante permeabilidad en los vasos sanguineos . Con la caracteristica
de la formacion de unas aperturas en la pared de los vasos por las que salen las células, las

proteinas y los liquidos se acumulan en el espacio intersticial, un fluido rico en proteinas (Duce,
2004, pp. 50-58).

1.1.3.3. Por las causas.

o Causas infecciosas ya sea por bacterias, virus, hongos, parasitos y por las toxinas de los

microorganismos.

o Traumaticas como golpes intensos como respuesta inmediata o de tardia como ocurre con

las torceduras o higromas.

o Térmicas, consecuencia de quemaduras por el calor o por las bajas temperaturas como el

congelamiento.

o Irradiaciones causadas por los rayos ultra violeta, rayos X, infrarrojo.

o Presencia de cuerpos extrafios como las astillas.

o Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad a alérgenos comunes 0 procesos

colagenopaticos (Villalba, 2014).
1.1.3.4. Por sus caracteristicas morfolégicas.
Serosa, por el acumulo de liquido tisular de bajo contenido proteico (Villalba, 2014).Ademas esta

compuesto por la plasma con escasa fibrina y leucocitos, también denominada edema inflamatorio
(Duce, 2004, pp. 50-58).



Fibrinosa con la presencia de exudado con grandes cantidades de fibrindgeno (Villalba, 2014).
También es cuando la lesién es méas rapida y se produce un aumento de la permeabilidad vascular
permitiendo la salida de fibrina o bien existe un estimulo procoagulante en el intersticio, mediante

la acumulacidn de fibrina (Duce, 2004, pp. 50-58).

Supurativo o purulento es la produccion de exudado purulento que consta de leucocitos y células
necroticas. Es rico en células polimorfas nucleares y restos de las fagocitosis de bacterias
pidgenas. Esto aparece como un liquido amarillo verdoso, espeso, opaco con escasa presencia de
fibrina, que se puede acompafar con olor putrefacto caracteristico, producto de necrosis tisular o

de residuo (Duce, 2004, pp. 50-58).

Inflamacién hemorragica, la cual es rica en los glébulos rojos extravasados como consecuencia
de la lesién vascular por el efecto del agente lesivo o por la alteracién de la secundaria de la
inflamacion (villalba, 2014). También es el infiltrado celular abundan los hematies que salen
pasivamente, lo que implica la existencia de lesiones vasculares. Se produce por acciones

bacterianas y reacciones Ag-Ac. Se forma un cumulo de liquido rico en hematies (Duce, 2004, pp.
50-58).

1.1.4. Fisiopatologia

1.1.4.1. Cambios vasculares

Cambios en el calibre y flujo vascular. Los cambios en los vasos sanguineos comienza después
de una lesion o infeccién puede desarrollarse a velocidades variables dependiendo de la naturaleza

e intensidad del estimulo inflamatorio.

Después de una vasoconstriccion transitoria se produce una vasodilatacidn arterial, lo que da lugar
a un aumento localizado de flujo de sangre y a una congestién de los lechos capilares en el sentido

posterior, esta expansion vascular es la causa del enrojecimiento y aumento de calor.

A medida que la microvasculatura se vuelve mas permeable, el liquido rico en proteinas pasa a
los tejidos extravasculares. Se produce asi una mayor concentracion de eritrocitos, desarrollando

la viscosidad de la sangre y produciendo un enlentecimiento de la circulacion.

A medida que se desarrolla la estasis los leucocitos empiezan a acumularse en la superficie del
endotelio vascular. Es la primera etapa en el viaje de los leucocitos a través de la pared vascular

hacia el interior del tejido intersticia (Kumar et. al., 2008, pp. 30-40).



Aumento de la permeabilidad vascular. Se produce un desplazamiento de liquido rico en
proteinas y de las células de la sangre hacia los tejidos extravasculares, este incrementa la presion
osmdtica del liquido intersticial, lo que permite un mayor flujo de salida de agua de la sangre
hacia los tejidos (Kumar et. al., 2008, pp. 30-40).

1.1.4.2. Cambios celulares

Es el paso de acontecimiento de los leucocitos a partir de la luz vascular al espacio extravascular,

con los siguientes pasos principales:

Marginacion. Al segregar la sangre de los capilares a las vénulas, las células circulantes son
lanzadas por el flujo laminar contra la pared vascular. Los eritrocitos tienden a moverse mas
rapido que los leucocitos, donde los leucocitos son empujados fuera de la columna axial central

tiene asi una mejor oportunidad para interactuar con las células endoteliales de revestimiento
(Kumar et. al., 2008, pp. 30-40).

Rodadura. Los leucocitos ruedan sobre la superficie endotelial, transitoriamente adhiriéndose a
lo largo del camino, facilitando aun mas la agregacion de las células nucleadas mediante las
moléculas de adhesion denominadas selectinas (CD62E y CD62P) gue se encuentran en las

células del endotelio (Kumar et al. 2013:pp. 30-40) con un dominio extravascular que se une a azucares
(Kumar et. al., 2008, pp. 30-40).

Adhesion. Es la reaccion de leucocitos, es una firme adhesion a la superficie endoteliales,
mediante la interaccion entre las integrinas que se expresan sobre las superficies de los leucocitos
y los respectivos ligandos en las células endoteliales. Donde las integrinas son glucoproteinas
heterodimeros transmembranosos que miden en la adhesion de los leucocitos al endotelio y de

distintas células a la MEC (Kumar et. al., 2008, pp. 30-40).

Transmigracion o diapédesis. Después de detenerse en la superficie endotelial, los leucocitos
migran a través de la pared vascular, deslizando entre las células en la zona de uniones
intercelulares. Esta extravasacion de los leucocitos se produce en las vénulas de la vasculatura

sistémica (Kumar et. al., 2008, pp. 30-40).

Quimiotaxia. Después de extravasarse de la sangre, los leucocitos se desplazan hacia los lugares
de infeccion o lesion a lo largo de gradiente quimico. Entre las sustancias enddgenas o exdgenas
que pueden ser quimiotacticos para los leucocitos entre productos bacterianos sobre todo

péptidos, citosinas como las familias de las quimiocinas, componentes del sistema complemento,



como el C5, productos de la via de las lipooxigenasas del metabolismo de &cido araquidénico

como los leucotrienos (Kumar et. al., 2008, pp. 30-40).

1.1.5. Mediadores celulares de la inflamacion.

Existe un gran numero de células implicadas en la inflamacion, las células que tienen un papel
principal son de tipo fagocitico. Estas células son los polimorfos nucleares, neutréfilos y los

monocitos, cuando abandonan la sangre, estos Ultimos reciben el nombre genérico de macréfagos
(Kumar et. al., 2008, pp. 30-40).

Neutrdfilos representan el 60-70% de los leucocitos circulantes y constituyen la primera linea de
la defensa y, por tanto, son los primeros en llegar al foco inflamatorio.

Monocitos-macraéfagos intervienen en las funciones de fagocitosis mas complejas, en las que
frecuentemente intervienen también los linfocitos T. Representan la segunda linea de defensa y
son indispensables para la destruccion de gérmenes intracelulares y para la eliminacién de los

restos tisulares.

Células endoteliales no sélo forman un tapiz en el interior de los vasos, sino que también
intervienen en multitud de funciones de manera activa. Tal vez la alteracion endotelial sea el

fendmeno inicial en la inflamacion.

Linfocitos son responsables del componente inmunitario, de defensa especifica, que suele

acompafiar a la inflamacién.

Plaquetas se adhieren al vaso y se agregan entre ellas, con lo que se activan. Dicha activacién

trae como consecuencia la liberacidn de gran nimero de mediadores inflamatorios.

Mastocitos y los baso6filos también se acumulan en los focos inflamatorios, aunque si bien pueden
acelerar la eliminacion del agente casual también, de forma paraddjica, pueden cronificar la

respuesta inflamatoria.

Eosindfilos estan especializados en la defensa contra los parasitos a través de las proteinas que

contienen en sus granulos especificos.

Fibroblastos constituyen una de las principales células en la tercera oleada celular de los

fenémenos inflamatorios, a la que contribuyen también las células endoteliales y otras células



mesénquimas. Se encargarian de regenerar la matriz extracelular. Los fibroblastos también estan

implicados en la quimiotaxis celular (Duce, 2004, pp. 50-58).

1.1.6. Mediadores quimicos de la inflamacion.

Los mediadores quimicos de la inflamacién pueden estar presentes en el plasma en forma de
precursores, estar almacenados en los granulos de las células inflamatorias o generarse de novo
en el tejido lesionado. Su accién se realiza generalmente mediante su unién a un receptor
especifico de la célula diana, aunque también puede ser una accion directa, bien de tipo oxidativa
0 enzimatica. Su efecto suele ser muy fugaz, de manera que se establece muy pronto un sistema
de control y regulacién en su accion. A pesar de ello, muchos mediadores pueden producir efectos

perjudiciales para el tejido inflamado (Duce, 2004, pp. 50-58).

1.1.6.1. Acido araquidénico

Es un acido graso insaturado, procedente de la dieta o del metabolismo de &cido linoleico. No se
encuentra forma libre, si no se encuentra en los fosfolipidos de la membrana celular. Para su uso
por debe ser liberado de fosfolipidos mediante la activacion de fosfolipasa. Una vez liberada, el

acido araquiddnico puede seguir dos vias (Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19):

Via de la ciclooxigenasa que da lugar a las prostaglandinas (PG).

Via de la lipooxigenasa que origina leucotrienos (LT)

Prostaglandinas. Se encuentran en nimeros tejidos, siendo inactivados de manera espontanea o
enzimaticamente. En el foco inflamatorio actia como mediadores y reguladores de la inflamacion
(Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19).

La ciclooxigenasa convierte el acido araquidénico en un endoperéxido: la PGG2, que es
convertido por oxidacion enziméatica en PGH2. Las dos prostaglandinas producen agregacion

plaquetaria y la contraccion del musculo liso. Las PGH se trasforman en tres sustancias segin su

localizacion (Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19).

PGL2 o prostaciclina que se encuentra en la pared vascular. Es un potente inhibidor de la

agregacion plaquetaria y posee accion vasodilatadora.
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Tromboxano A2. Se localiza en plaquetas, tienen accion muy corta con un efecto antagonico,

favorece la agregacion plaquetaria y la vasoconstriccion.

PGE2, PGD2, PGF2, son prostaglandinas mas estables, presentes en tejidos y sus acciones de

vasodilatacion que favorece el edema en el foco inflamatorio (Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19).

Leucotrienos. Bajo la accion de la lipooxigenasa se convierte en una serie de productos de
leucotrienos, por haber sido aislados inicialmente en los leucotrienos también de los macrofagos,
células cebadas y de otras células del tejido conjuntivo. Los leucotrienos (LTB4, LTD4, LTE4)
producen broncoespasmo, vasoconstriccion y el aumento de la permeabilidad. EI LTE4 tiene
accion similar a histamina pero méas potente. Estas sustancias actlan sobre los leucocitos,
promoviendo la adherencia de los mismos al endotelio de las vénulas y su extravasacion al espacio
tisular. EI LTB4 es un potente quimiotactico para neutrofilos, monocitos, eosinéfilos, ademas

favorece la liberacion de las enzimas lisosémicas (Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19).

FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA
Fosfolipasa A2 _‘7 Coﬂi:oides
Aspirina PA -« Fosfolipasa A2
l ACIDO ARAQUIDONICO
; <«—— Lipoxigenasa
Cicloxigenasa —>»
B LTA4
rostaciclina
Tromboxano LTBd‘/ \ALTCA
PGD2 *
PGE2
PGF2 LTD4
LTE4

Figura 2-1: Derivados de acido araquidénico
Fuente: (Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19)
Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018.

1.1.6.2. Histamina

La histamina se encuentra en la fase inicial de la inflamacién. Se almacenada forma inactiva, en
los granulos de las células cebadas, basofilos, eosindfilos, leucocitos y plaquetas. La histamina
produce dilatacion de las vénulas y los capilares, aumento de la permeabilidad de las vénulas y la

contraccion del musculo liso. Es el principal mediador de la primera fase de la inflamacion (Escobar
& Ramos, 1997, pp. 10-19)
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1.1.6.3. Serotonina

La 5-hidroxitriptamina es un mediador vasoactivo preformado que produce efectos similares a la
histamina. Estéa presente en las plaquetas y se estimula cuando entra en contacto con el colageno,
trombina, adenosin difosfato y complejo antigeno-anticuerpo, provocando vasodilatacion y
aumento de la permeabilidad vascular (Toledo, 2014, pp. 2266-2268).

1.1.6.4. Sistema del complemento

El complemento esta formado por mas de 20 proteinas plasmaticas incluidas las sustancias
inhibidoras. Los fundamentales estdn numeradas de 1 al 9 y se encuentran en plasma en forma
inactiva. Su activacion se puede realizar por via clasica o por via alterna. De la activacion en
cascada de complemento por ambas vias se liberan una serie de factores que tienen diversas

acciones en el foco inflamatorio (Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19), como se lo indica:

C3ay Cba (anafilotoxinas), estos dos elementos modifican el calibre vascular debido a que liberan
histamina. C5a también activa la via de la lipooxigenasa del metabolismo del &cido araquidénico

generando leucotrienos a partir de las células inflamatorias.

C5a es un potente agente quimiotéctico que ayuda a la adherencia de leucocitos al endotelio al
activar las moléculas de adherencia leucocitaria; C5b. actia como opsonina, favoreciendo el
fendmeno de la fagocitosis (Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19).

1.1.6.5. Coagulacion

Las proteinas que forma este sistema se activan por el factor de Hageman. El punto final es la
transformacion del fibrinégeno en fibrina, con la liberacién de fibrinopéptidos que originan el
aumento de la permeabilidad vascular y quimiotaxis de los leucocitos (Escobar & Ramos , 1997, pp.
10-19).

1.1.6.6. Citosinas

Son una serie de polipéptidos producidos por varios tipos de células, fundamentalmente de los
linfocitos y monocitos. Actiian como moduladores de la funcion de otras células. Las principales
citosinas que actuan como mediadores de la reaccion inflamatoria, son la interleuquina-1 (IL-1)
y el factor de necrosis tumoral alfa y beta (FNT). Los dos son segregados por macrofagos activos

y también por las células endoteliales y linfocitos. Ejerce su accidn principal sobre los leucocitos
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y las células endoteliales, favoreciendo su adherencia, actian como factores de crecimiento de los

fibroblastos, estimula la proliferacion celular y la sintesis del coldgeno (Escobar & Ramos , 1997, pp.
10-19)

1.1.6.7. Factor activador de las plaquetas

También son mediadores derivados de los fosfolipidos. Ejercen una accion méas potente que la
histamina sobre la permeabilidad vascular, y a concentraciones bajas produce vasodilatacion.
Aumenta la adherencia leucocitaria al endotelio, quimiotaxis, liberacién de encimas lisosomiales

y broncoespasmo (Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19)

1.1.6.8. Reparacion

Cuando la destruccién tisular es extensa o el tejido esta constituido por células que han perdido
la capacidad de derivarse. El tejido necrosado ha de ser sustituido por tejido conjuntivo. Esta
remodelacion del tejido de granulacion conduce a la formacion de un nuevo tejido mas resistente

y menos celular llamado tejido de cicatriz (Escobar & Ramos , 1997, pp. 10-19)

1.2. Farmacos antiinflamatorios

1.2.1. Antiinflamatorios no esteroides (AINE)

Son un grupo heterogéneo de farmacos que se encargan de reducir, la respuesta inflamatoria. Su
actividad farmacoldgica tiene un amplio espectro y en ella lo mas destacado es la inhibicion de la
ciclooxigenasa, tanto la tipo-1 como la tipo-2. Ademas, intervienen a diferentes niveles en la
respuesta inflamatoria, ya que producen una disminucion de la migracién de granulocitos y
monocitos, disminuyen la fagocitosis y alteran la respuesta linfocitaria. Los farmacos de este
grupo tienen también una actividad analgésica y antipirética. Las prostaglandinas se encargan de
subir el punto de ajuste hipotaldmico que marca la elevacién de la temperatura corporal mediante
ordenes que se transmiten periféricamente y consigue un doble efecto; que se genera calor y que

no se pierda (Duce, 2004, pp. 50-58).

1.2.1.1. Mecanismo de accion

Los AINES inhiben la enzima ciclooxigenasa (COX), lo cual reduce la produccion de citosinas

proinflamatorias a partir del ciclo del acido araquidénico. Existe dos isoformas de COX: COX-1,

que se encarga en la mayoria de los tejidos y tipos celulares, esta involucrado en funciones
13



homeostaticas como la proteccidon gastrica o el funcionamiento normal de las plaquetas. COX -2,
que se expresa en células y tejidos que participan en el proceso inflamatorio. La inhibicion de la
COX-2 es el mecanismo por el que los AINES ejercen su eficacia clinica (Pérez, 2016, pp. 32-36)

1.2.1.2. Efectos adversos

El efecto secundario principal de todo el grupo es la gastropatia con riesgo de Ulceray hemorragia
gastrica como consecuencia de la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas en la mucosa

gastrica.

Existen factores de riesgo para su desarrollo como la edad mayor de 65 afios, antecedentes de
Ulcera péptica, dispepsia por AINE, toma concomitante de esteroides u otro AINE, coagulopatia
o0 patologia grave asociada. En los pacientes con alteracién de la funcion renal, cardiaca o hepatica
puede desarrollarse deterioro de la funcion renal. Otros efectos secundarios mas infrecuentes se

relacionan con reacciones de hipersensibilidad o con trastornos neurolégicos (Duce, 2004, pp. 50-58).

1.2.2. Glucocorticoides

Ejercen su efecto antiinflamatorio mediante la regeneracion en la expresién de diferentes genes.
Producen una reaccidn en la produccién de citosinas, prostaglandinas y éxido nitrico, inhibicién
de la expresion de moléculas de adhesion con lo que las células inflamatorias no pueden migrar
al foco inflamatorio, y ademas inducen la muerte programada de células inflamatorias como
neutrdfilos y linfocitos. En general se prefieren preparados con vida media intermedia, como
prednisona o metilprednisolona, si no se desea reducir el efecto mineralcorticoide (reabsorcion de

agua y sal en el rifidn) su uso se ve limitado por sus frecuentes y graves efectos secundarios (Duce,
2004, pp. 50-58).

1.2.3. Diclofenaco sodico

El diclofenaco sédico es un medicamento antiinflamatorio no esteroide (AINE), que posee
propiedades antiinflamatorias y antipiréticas, esta indicado por via oral e intramuscular para el
tratamiento de enfermedades reuméticas agudas, artrosis, artritis reumatoide, espondilitis
anquilosante, lumbalgia, gota en fase aguda inflamacién postraumatica y postoperatorio, entre

otras enfermedades (Spain, 2016).

14



1.2.3.1. Mecanismo de accién

El mecanismo de accién del diclofenaco sodico, no se conoce por completo, pero parece estar
implicado en la inhibicion de las vias de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2), inhibicion
ademas la biosintesis de prostaglandinas. También inhiben la migracion leucocitaria y alerta los
procesos celulares e inmunolégicas en los tejidos mesenquimatoso y conectivo, lo cual puede
ayudar a aumentar sus efectos antiinflamatorios (Spain, 2016).

1.3. Guayusa (llex guayusa Loes )

| / A

7 -
Figura 3-1: Especie (llex guayusa L.)
Fuente: (Tiempo, 2018)

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018.

1.3.1. Distribucion geografica

llex guayusa es una planta nativa de la Amazonia andina, con distribucion natural en los paises
de Colombia, Ecuador, Per y Bolivia, como la planta mas importante en la vida cotidiana de los
amazonicos kichwa, comunidades y agricultores locales de comunidades por sus varios usos en
la medicina popular. Conocida cominmente como guayusa, guafiusa, huayusa, aguayusa y

wuayusa (Radice et. al., 2017, pp. 2-8).

En el Ecuador, de acuerdo a los registros del Herbario de Loja, esta planta se encuentra en las
provincias de Zamora Chinchipe, Napo, Pastaza, Sucumbios, Morona Santiago. También se
encuentra en las provincias de Pichincha y Tungurahua. Se localiza desde el nivel de mar hasta

los 1500 m.s.n.m (Collahuazo, 2012).

15



1.3.2. Taxonomia

Tabla 1-1: Taxonomia de llex guayusa Loes

Reino Plantae

Plylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Celastrales
Familia Aquifoliaceae
Genero Ilex

Especie llex guayusa Loes

Fuente: (Radice et. al., 2017, pp. 2-8).

1.3.3. Descripcion botanica

Es un arbol perenne nativo de la region amazonica, también esta presente en lugares subtropicales
de la region andina en estado cultivado. Los individuos de esta especie alcanzan un tamafio de 10
m de altura, con un didmetro a la altura del pecho (DAP) de 50-80cm, de copa irregular y amplia
cobertura de follaje. En la provincia de Morona Santiago en la localidad de San Luis, cerca de
Sevilla Don Bosco, existe un bosque natural de arboles de guayusa con individuos que alcanzan

una altura de 20 m y tiene 1 diametro a la altura de pecho (DAP) de 80-90cm (Radice et. al., 2017,

pp. 2-8).

El tronco tiene un fuste a menudo bifurcado a la altura de pecho, corteza blanca y textura lisa,
las ramas son extendidas y flexibles. Las hojas son de textura coriaceas, verde oscuro, enteras,
oblogo-elipticas, simples, dentadas, coridceas, alternas sin estipulas, sin pubescencias en el haz y
enveés, apice acuminado, base aguda, 15 a 21 cm de largo, 5 a 7,5 cm de ancho, peciolo corto de
1 cm de largo. La flor posee una corola blanca verdosa con pétalos obtusos, estambres en igual
namero que los pétalos, anteras oblongas, ovarios sésil subgloboso y usualmente con 4 a 6

cavidades. El fruto es una baya globosa de casi un cm de ancho y verde (Radice et. al., 2017, pp. 2-8).

1.3.4. Composicion

Las hojas de llex guayusa contienen cafeina, teobromina, compuestos fendlicos y flavonoides
como componentes principales, también se puede encontrar guanidina. Otras investigaciones
realizadas de los extractos de las hojas se determinaron la presencia de aminoacidos,
triterpenoides pentaciclicos (oleandlico y acido ursolico), compuestos reductores, antocianinas y
saponinas (Radice et. al., 2017, pp. 2-8).
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1.3.5. Propiedades y usos

Conocida especialmente por sus aplicaciones medicinales en diversas etnias y nacionalidades
indigenas, principalmente por Jivaros. Estudios etnobotanicas demuestran la importancia de Ilex
guayusa dentro del sistema de conocimiento ancestral por su capacidad de efecto tonico o como

elemento magico, purificador, estimulante y purgante (Villacis, 2017, pp. 82-84).

Los aborigenes de esta region han empleado llex guayusa como agente diurético,
hipoglucemiante, estimulante y ceremonias rituales. Tradicionalmente se usa para desinflamar la
prostata, purgante de sistema digestivo, las mujeres utilizaban la infusiéon como remedio contra
infertilidad, contra la diarrea, hipoglucemiante, curacion de las heridas, remedio para la gripe. Se
puede usar para tratar el asma o como expectorante. También se puede utilizar como enjuague

bucal, contra la gastritis, aliviar dolor de cabeza, y cuerpo (Villacis, 2017, pp. 82-84).

Otros atributos medicinales incluyen en ayudar en la formacion de cicatriz y como un diaforético.
Se puede usar para tratar el asma 0 como expectorante, sus propiedades antiinflamatorias son
conocidas, por lo que puede usarse contra el reumatismo, también se puede utilizar como enjuague

bocal, contra la gastritis, como hematico, digestivo o diurético (Villacis, 2017, pp. 82-84).

Se sabe que reduce dolores de cabeza y cuerpo, el dolor muscular y los sintomas de la gripe. Entre
sus diversos usos se encuentran el emenagogo durante el periodo de lactancia, para tratar
enfermedades venéreas, por disipacion y pérdida de peso. También se puede consumir como té
de hierbas, es un agente fortificante de la sangre, un regulador de presion, sanguinea con
propiedades hipoglucémicas y antioxidantes (Villacis, 2017, pp. 82-84).

1.4. Theobroma cacao

Figura4-1: E ecie theobroma cacao L.
Fuente: (Agudelo, et al., 2018, pp. 223-232)
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1.4.1. Distribucién geogréafica

Theobroma cacao L. pertenece a la familia esterculiaceas, es un arbol tropical originario de las
regiones tropicales hiumedas de América de Sur, especificamente de las cuencas hidrograficas del
Alta Amazonas y Orinoco. Estudios recientes describen la zona de origen en el tridngulo
amazonico entre Colombia, Ecuador y Peru (Oscorio et. al., 2017, pp. 75-77)

1.4.2. Taxonomia

Tabla 2-1: Taxonomia de Theobroma cacao

Reino Vegetal

Clase Angiospermas
Subclase Monocotiledénea
Orden Malvales
Familia Esterculiacea
Genero Theobroma
Especie Cacao

Fuente: (Yamangomez, 2005, p. 4)

1.4.3. Descripcidn botanica

Theobroma cacao es un arbol de tamafio promedio de 5 a 8 m aunque puede alcanzar hasta 10 m,
presenta un sistema radicular pivotante a la vez formada por raices secundarias, las mismas se
encuentran dentro de 30 cm del suelo. Con el tronco principal que se ramifica en un verticilo de
3 a 5 ramas laterales principales. Las hojas son simples con peciolos cortos o largos. Las flores

son pequenas de 1 a 2 cm de diametro, es hermafrodita, pentdmera de ovario supero (Enriquez, 1985,
pp. 19-22).

Sus frutos son ovoides con bayas oblongas de color variable, la pared es dura y gruesa, los surcos
son alargados hasta 30 cm de largo y con 10 cm de didmetro que contiene de 20 a 40 semillas de
color rojo o rojizo al exterior. Esté cubierta por una pulpa blanca aromatica la cual procede de sus

membranas y comestible (Miguel, 2015, pp. 5-6).
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1.4.4. Composicion

Las semillas de Theobroma cacao quimicamente estan constituidas por grasa, agua, nitrogeno
total, teobromina, metil-xantina, polifenoles (flavonoides: catequinas o flavan-3-oles,
antocianinas, y proantocianidinas), cafeina, alcaloides, carbohidratos, pectina. Ademas, en
estudios recientes se ha descubierto la anandamida, N-oleoil-etanol-amina y N-linoleoil-etanol-
amina, que reducen la sensibilidad de dolor en el cerebro (Dostert et. al., 2011, pp. 4-15)

1.4.5. Propiedades y usos

Una serie de estudios ha demostrado que el consumo de Theobroma cacao y los productos
derivados tienen efectos positivos para la salud de los humanos. Es la partida de la produccién de

chocolate. Se conoce en la medicina popular como antiséptico, diurético y antiparasitario (Galvez
et. al., 2013, pp. 202-203).

Debido a su contenido de flavonoides el Theobroma cacao posee mdultiples propiedades
beneficiosas para la salud, entre ellas como antioxidante, antiinflamatorio y antidepresivas,

sistema cardiovascular y nervioso (Waizel et. al. , 2012).
Por sus diversos beneficios, Theobroma cacao es utilizada en la industria farmacéutica, remedios
naturales, en fabricacion de productos de belleza como cremas, labiales protectores, pomadas,

jabones (Nisthal & Méndez, 2013).

1.5. Vernonanthura patens

igura 5-1: Especies Vernonanthura paens.
Fuente: (Fern, 2014)
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1.5.1. Distribucién geogréafica

Vernonanthura patens es un arbusto silvestre originario de Sudamérica, distribuido desde el Sur
de México hasta el Rio de la Plata. En el Ecuador, crece entre 0 a 2000 msnm en las provincias
de Azuay, Bolivar, Chimborazo, EI Oro, Esmeraldas, Guayas, Loja, Los Rios y Zamora
Chinchipe.

15.2. Taxonomia

Tabla 3-1: Taxonomia de Vernonanthura patens

Reino Plantae
Familia Asteraceae
Subfamilia Cichorioideae
Genero Vernonanthura
Clase Magnoliopsida
Epiteto especifico patens
Filo Magnoliopsida
Sinénimos Vernonia patens kunth (basionym)
Nombre cientifico Vernonanthura patens (Kunth) H. Rob.
Nombre comun Chilca o laritaco
Lugar de publicacion Fitologia 73:72, 1992
Nombre verificado 02-jun-2008 por botanicos sistematicos de ARS.

Ultima actualizacion: 02-jun-2008 (ARS-GRIN, 2009)
Fuente: (Manzano et. al. , 2012, pp. 404-509)

1.5.3. Descripcion botanica

Vernonanthura patens es un arbusto caducifolio de 6 m de altura'y 10 cm de DAP (didmetro a la
altura de pecho). Fuerte muy ramificado. Ramitas terminales poligonales. Corteza externa gris
oscuro, ligeramente estriada, café claro, con manchas obscuras. Copa irregular, abierta. Hojas
simples, alternas, esparcidas, ldminas de 3-15 cm de longitud y 1-2 cm de ancho, lanceoladas o
angostamente oblongas, con apice agudo o acuminado; venacion reticulada, con 12-15 pares de
nervios secundarios; haz &spero y en envés densamente pubescente. Flores hermafroditas,
blancas; corola tubular de 5 mm de longitud, con 5 l6bulos, agrupadas en inflorescencias
paniculas o cabezuelas con 20-30 flores por cabezuela; involucro campanulado. Fruto aquenio,
angostamente turbinado, de 1,3-1,8 mm de longitud, color verde (tierno) y café (maduro). Es una

especie pionera invasora (Manzano et. al. , 2012, pp. 404-509).
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1.5.4. Composicion

Los primeros estudios preliminares realizados indicaron la ausencia de lactonas sesquiterpénicas
y sesquiterpenos presentes en las partes aéreas. Otras investigaciones fitoquimicas realizadas
indicaron la presencia de diterpenos, flavonoides, taninos, fenoles, quinonas, triterpenos,

saponinas, y lactonas sesquiterpénicas, esteroides.

Estos compuestos quimicos, se han asociado a propiedades antibacterianas, antifungicas,

antiprotozoarias y citotdxicas por lo tanto tienen potencial terapéutico (Manzano et. al. , 2015, pp. 85-
89).

1.5.5. Propiedades y usos

En la medicina popular es utilizada la coccién de las hojas para combatir el paludismo, malaria,
para el tratamiento de pre y posparto y para curar las heridas infectadas. Los habitantes del
suroeste de Loja, y la region de la Marcabeli de la provincia de EI Oro reconocen tanto su poder
curativo como su accion analgésica. Usan las hojas para lavar las heridas y aliviar los dolores de
cabeza. También es utilizada como antiinflamatorio para calmar la tos y contra cierto tipo de
cancer. Se emplea para el tratamiento de leishmaniasis, preparacion de antiveneno y como

cataplasma de hojas para combatir el pie de atleta (Manzano et. al. , 2015, pp. 85-89).

También en la comunidad bolivariana de Tacama, el jugo de tallo de la Vernonanthura patens es
utilizado contra la conjuntivitis. En Colombia las infusiones acuosas de las partes areas mezcladas

con panela, el vino blanco y romero se usan contra la malaria (Manzano et. al. , 2015, pp. 85-89).

1.6. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes
estructuras quimicas y actividad. Contienen anillos de benceno, con uno 0 mas sustituyentes
hidroxilo, y van desde moléculas fenolicas simples hasta compuestos altamente polimerizados.
Los fendlicos son los metabolitos secundarios mas pronunciados que se encuentran en las plantas,

y su distribucion se muestra a lo largo de todo el proceso metabdlico (Lin et. al. , 2016, pp. 1-19)

Estas sustancias fenolicas, o polifenoles, contienen numerosas variedades de compuestos:
flavonoides simples, acidos fendlicos, flavonoides complejos y antocianinas coloreadas. Estos
compuestos fendlicos suelen estar relacionados con respuestas de defensa en la planta. Sin

embargo, los metabolitos fendlicos desempefian un papel importante en otros procesos, por
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ejemplo, incorporando sustancias atractivas para acelerar la polinizacién, la coloracion para el

camuflaje y la defensa contra herbivoros, asi como actividades antibacterianas y antifungicas (Lin
et. al., 2016, pp. 1-19).

1.7. Flavonoides

Los flavonoides son polifenoles heterogéneos que se encuentran en una amplia variedad de
plantas, principalmente en frutas y verduras (Garcia et al. 2018). Son compuestos que durante mucho
tiempo han sido reconocidos como posibles moléculas antiinflamatorias, antioxidantes,
antivirales, antimicrobianas y antialérgicas. Los flavonoides proporcionan un importante
componente nutracéutico a nuestra dieta. Aunque existe estudio en el uso de apigenina, una

flavona vegetal natural en el tratamiento de la inflamacion (Funakoshi et. al. , 2015, pp. 135-136).

La estructura de los flavonoides tiene dos anillos aromaticos, A y B, unidos por un puente de 3
carbonos, generalmente en forma de un anillo heterociclico, C. Las variaciones en los patrones
de sustitucién al anillo C dan lugar a mas clases de flavonoides, como flavonoles, flavonas,
flavanonas, flavanoles (o catequinas), flavan-3,4-diol, isofavonas y antocianidinas. Estos
metabolitos han brindado proteccion efectiva y mejorado el proceso de reparacion mediante el
control de diferentes vias moleculares, que regulan la expresién y supresion de genes, actividades

de proteinas y el ciclo celular (Garciaet. al. , 2018, pp. 9-10).
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Figura 6-1: Clasificacion de varios flavonoides (A) Flavanos (B) Flavonas
(C) Flavonoles (D) Flavanonas (E) Flavanonoles (F) Flavan-3-ols, y

(G) Isoflavonas
Fuente: ( (Khan et. al., 2018)
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1.7.1. Mecanismo de accién antinflamatoria de los flavonoides

La accion antiinflamatoria de los flavonoides se relaciona con la inhibicion de diversas enzimas,
en el metabolismo del &cido araquidénico como la ciclooxigenasa, lipooxigenasa, fosfato
dinucledtido adenina nicotinamida (NADPH) oxidasa, de radicales libres, y reducen el estrés

oxidativo (Enciso &Arroyo , 2013, pp. 3-5).

Existen estudios que indican que los flavonoides polihidroxilados actian por la via de 5-
lipooxigenasa, mientras que los menos hidroxilados inhiben la via de ciclooxigenasa. Otros
mecanismos implicados en la accion antiinflamatoria de los flavonoides son la inhibicion de la
liberacion de histamina, inhibicion de la migracion celular, accion antirradicalaria (ejerciendo

frente a los radicales libres que se originan en la inflamacion), efecto protector vascular (Enciso
&Arroyo , 2013, pp. 3-5).

1.8. Alcaloides

Los alcaloides son metabolitos secundarios de las plantas que son sintetizados a través de
aminoacidos, son moléculas nitrogenadas de bajo peso molecular con una amplia variedad de

estructuras quimicas y actividad biol6gica (De La Cruz Chacon et. al. , 2012, pp. 2-8)

Los alcaloides poseen estructuras quimicas muy diversas. Generalmente actlian sobre el sistema
nervioso central como la morfina, otros alcaloides muestran actividad sobre el sistema nervioso
auténomo con actividad anticolinérgica que actlla como antagonista competitivo de las sustancias
gue estimulan el parasimpéatico. También los alcaloides actian como diuréticos, sedantes,

antinflamatorios, antitusivos, antiespasmaédicos, con aplicaciones dermatoldgicas (Martinez & Cano.,
2009, pp. 125-163).

1.9. Edema plantar inducido por carragenina

Es un método utilizado ampliamente para la deteccion y evaluacion de los farmacos
antiinflamatorios. El método de edema plantar inducido por carragenina se basa en la
administracion subcutanea de una solucién de carragenina (un mucopolisacarido sulfatado
extraido del alga marina Chondus cripus) a nivel de la aponeurosis plantar de ratas. Se caracteriza
por una fase temprana (0-1 h), mediada por la liberacién de diversos elementos como histamina,
serotonina, prostaglandinas, seguido de una fase tardia (1-6 h) se asocia por diversos factores del
complemento que estan implicados en la amplificacion de la respuesta como las prostaglandinas,

proteasas y lisosomas. La respuesta vascular maxima acurre alrededor de 5 horas después de la
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inyeccion de la solucién y es modulada por los inhibidores de moléculas especificas dentro de la

cascada inflamatoria (winter et. al., 1962, pp. 544-545).

24



CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de investigacion

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Productos Naturales, Laboratorio de
Anadlisis Instrumental y el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica

de Chimborazo.

2.2.Obtencién de la muestra

Las muestras de llex guayusa, Vernonanthura patens y Theobroma cacao fueron proporcionados
por el Centro de Investigacién Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), ESPOL. La investigacién de
estas especies se encuentra dentro del Contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos del
Programa de Investigacion Cientifica Denominado “Estudio de la Biodiversidad en el Ecuador,
Ecologia, Conservacion y su Potencial Uso Sostenible” (MAE-DNB-CM-2018-0086) establecido
entre el Ministerio del Ambiente y la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (Anexo Y).
Ademas, se conto con la guia de movilizacion de especies Nro. DPAP.UPN.VC.2019.007 (Anexo
N).

2.3. Reactivos bioldgicos
Para la investigacion del efecto antiinflamatorio se utilizaron un total de 24 ratas albinas (Rattus

norvegicus) del Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

2.3.1. Descripcion

Tabla 1-2: Descripcion de las ratas (Rattus norvegicus)

Peso Corporal 160 kg — 220 kg
Edad 6 a 8 semanas
Sexo Hembras/machos

Lugar de nacimiento Bioterio de experimentacion de la Escuela de Bioquimica y
Farmacia de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.
Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018
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2.3.2. Condiciones

Tabla 2-2: Condiciones para ratas (Rattus norvegicus)

Humedad

45+£5%

Temperatura

25+2°C

Fotoperiodo

12 horas luz- 12 horas oscuridad

Agua y comida

ad libitum

Cama con tamo esterilizado

cambio cada 48 horas

Tiempo de ambientacién

30 dias

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018.

2.4.Equipos, materiales y reactivos

Tabla 3-2: Equipos, materiales y reactivos utilizados en trabajo de investigacion

Equipos

Materiales

Reactivos

Rotavapor BUCHI CH-
9239 FLAWIL-SCHWEIZ
Bomba de vacio

Sonicador Cole-Parmer
Refractometro de Abbé
pH-metro (accumet XL 150)
Espectrofotométro Cole-
Parmer

Vértex mixer mrc

Camara UV

Congelador

Vasos de precipitacion 25,
50, 100, 250 y 500 mL
Pipetas 1,5y 10 mL
Cépsula de porcelana
Espatula

Crisoles

Pinzas para cépsulas
Probetas 10 y 25 mL
Balon esmerilado de 250 y
500 mL

Balones de aforo de 10, 25,
50, 100, 250, 500 y 1000
mL

Tripode

Reverbero

Varilla de agitacion
Matraces aforado mL
Tubos de vidrio 10 mL
Embudo de separacion 250
mL

Embudo simple

Agua destilada

Alcohol antiséptico
Alcohol a 96 %

Eter etilico

Reactivo de Sudan Il1
Reactivo de Dragendorff
Acido clorhidrico al 1 %
Acido clorhidrico concentrado
Reactivo de Mayer
Cloruro de sodio en polvo
Reactivo de Wagner
Reactivo de Baljet
Reactivo Borntrager
Cloroformo

Hidroxido de sodio
Hidroxido de potasio
Amonio al 5 % en agua
Reactivo de Liebermann-
Burchard

Anhidrido acético

Acido sulfarico
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Picndémetro

Pinzas de tubos
Capilares

Piseta

Frascos de vidrio ambar
Papel filtro

Papel aluminio

Cénula

Jeringuillas de 1, 3 mL
Algodon

Guantes, mascarilla,

Reactivo de Fehling

Cloruro férrico

Reactivo de Shinoda

Magnesio metalico

Alcohol amilico

Nitrito de sodio 5 %

Cloruro de aluminio 10 %
Reactivo de Folin-Ciocalteu 20
%

Carbonato de sodio 7.5 %

Acido citrico monohidratado

zapatones Verde de bromocresol
Fosfato &cido de sodio.

Carragenina

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

2.5. Técnicas y métodos

2.5.1. Control de la calidad de la droga cruda

El Control de Calidad se realiz6 para confirmar la identidad y calidad de llex guayusa,
Vernonanthura patens y Theobroma cacao, tomando en cuenta las Normas Ramales para Drogas

Crudas y Tinturas ( Normas Ramales para Drogas Crudas yTinturas, 1992).

Para lo cual las muestras fueron facilitadas por el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del

Ecuador, en forma de hojas secas, para posterior realizar los analisis.

2.5.1.1. Determinacion de humedad

Para esta determinacion se utilizé el método gravimétrico, para lo cual se pes6 2 g de muestra
pulverizada (hojas), y se paso a una capsula de porcelana previamente tarada a 105 °C (desecada
hasta masa contante), inmediatamente se desec6 a 105 °C durante 3 horas. Se dej6 enfriar en el
desecador hasta temperatura ambiente, se pes0, reiteradamente se coloco 1 hora en la estufa, se
volvié a enfriar en el desecador hasta obtener masa constante y se calculd el porcentaje de

humedad ( Normas Ramales para Drogas Crudas yTinturas, 1992).
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Formula

M2 - M1
%Hg = mx’loo

Donde:
%Hg: pérdida en peso por desecacion (%).
M2: masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

M1: masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)

2.5.1.2. Determinacion de las cenizas totales

Para la determinacion de cenizas totales se usé método gravimétrico. Se pesaron 2 g de muestra
pulverizada y se pasé a un crisol de porcelana previamente tarada. Se calent6 en un reverbero
hasta carbonizacion, a continuacion, se paso a la mufla por 3 horas a 750 °C, hasta la aparicion de
ceniza, se dejo enfriar en un desecador y se peso hasta la obtener masa constante y se determind

el porcentaje de cenizas (Normas Ramales para Drogas Crudas yTinturas, 1992).

Formula

Donde:

%C: porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M: masa del crisol vacio (g)

M1: masa del crisol con la porcién de ensayo (Q)

M2: masa del crisol con la ceniza (Q)
2.5.1.3. Determinacion de cenizas solubles en agua
A las cenizas totales obtenidas, se le afiadieron 15 mL de agua destilada. El crisol se tapd y se

llevé a ebullicion por 5 minutos. La solucion se filtr y a través de papel filtro libre de cenizas, se
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transfirié al crisol, se carbonizé en el reverbero, luego se inciner6 en la mufla a 750 °C por 2
horas. Posteriormente, se coloco en desecador hasta temperatura ambiente y se peso. Se repitio el
procedimiento hasta alcanzar masa contante. Se realizo los calculos obteniéndose el porcentaje

de su contenido ( Normas Ramales para Drogas Crudas yTinturas, 1992).

Formula:

%ca =22 Ma 00
N Ve

Donde:

%Ca: porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M2: masa del crisol con las cenizas totales (g).

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

M1: masa del crisol con la muestra en (g)

M: masa del crisol vacio.
2.5.1.4. Determinacion de cenizas solubles en acido clorhidrico

A las cenizas totales obtenidas, se afiadieron 2 ml de &cido clorhidrico al 10%, se tap6 el crisol
con un vidrio reloj y se procedi6 a hervir en bafio de agua por diez minutos. Se lavé la luna de
reloj con 5 ml de agua caliente y se trasladéd al crisol. Se filtrd el contenido del crisol, se lavo el
residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con acido nitrico (se afiadieron 1 o 2
gotas de la solucién de AgNO3 0.1 mol/L) no presente cloruros. El filtrado con residuo se desecé
a 105 °C y se transfirié al crisol inicial en el cual se procedi6 a incinerar en una mufla a 750 °C
por dos horas. Luego se coloco en desecador hasta temperatura ambiente y se peso. Se repiti6 el
procedimiento hasta obtener masa contante. Se realizé los calculos obteniéndose el porcentaje de

su contenido ( Normas Ramales para Drogas Crudas yTinturas, 1992).

Formula:

p=M2—M 00
“mi-mF

B: porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.

M: muestra utilizada en (g)
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M1: masa del crisol con la muestra (g)

M2: masa del crisol con la ceniza insolubles en acido clorhidrico (g)

2.5.2. Tamizaje fitoquimico

Para el tamizaje fitoquimico de las hojas de llex guayusa, Vernonanthura patens y de las cascaras
de Theobroma cacao, se pesaron 10 g de muestra y se realizaron extracciones con solventes de

polaridad creciente: éter, etanol y agua, respectivamente (Martinez et. al. , 2012, pp. 3-4)

Los ensayos que se realizaron en el tamizaje fitoquimico son métodos que permite determinar
cualitativamente los diferentes tipos de metabolitos secundarios, donde se evidencian por el

cambio de coloracion y la aparicién de precipitacion.

Se realizaron en el extracto etéreo los ensayos de Sudan (Aceites y grasas), Dragendorff
(alcaloides), Mayer (alcaloides), Wagner (alcaloides) y Liebermann-Buchard (triterpenos o
esteroides). En el extracto etandlico se llevaron a cabo los ensayos de Catequinas, Resinas,
Fehling (azucares reductores), Baljet (lactonas), Liebermann-Buchard (triterpenos o esteroides),
Espuma (saponinas), Borntrager (quinonas), Shinoda (flavonoides), Antocianidina, Dragendorff
(alcaloides), Mayer (alcaloides) y Wagner (alcaloides). En el extracto acuoso se realizaron los
ensayos de Fehling (azUcares reductores), Cloruro férrico (fenoles y taninos), Espuma
(saponinas), Shinoda (flavonoides), Dragendorff (alcaloides), Mayer (alcaloides) y Wagner

(alcaloides) (Normas Ramales para Drogas Crudas yTinturas, 1992).

2.5.3. Obtencidn del extracto blando

Para la obtencién de los extractos, se procedid a pesar 40 g de cada planta y se afiadié etanol al
95 % tres veces superior a la muestra (120mL). Se dej6 en maceracién por 48 horas, se filtrd y se
evapord el solvente en un rotavapor hasta la eliminacion total del solvente. Los procesos
anteriores mencionados se realizaron en tres ocasiones, con el fin de obtener mas volumen del

extracto ( Normas Ramales para Drogas Crudas yTinturas, 1992).

Con los extractos blandos se procedio a realizar ensayos de control de calidad, a través de las

pruebas gque se encuentran a continuacion.

30



2.5.3.1. Determinacion de los requisitos organolépticos

Determinacion de olor: se tomo una tira de papel secante de 1 cm de ancho por 10 cm de largo y
se introdujo en los extractos. Se procedio a oler para determinar las caracteristicas propias del
extracto obtenido (Miranda, 20086, p. 27).

Determinacion de color: en un tubo de ensayo limpio y seco, se llenaron tres cuarta partes con la
muestra de ensayo (extracto de hojas) y se observo la transparencia, la presencia de particulas y

la separacién en capas (Miranda, 2006, p. 27).

2.5.3.2. Determinacion de pH

La determinacion se efectu6 en un pH-metro accumet XL 150, para lo cual se ajusto el equipo
con la solucion reguladora y se procedié a medir el pH. En una alicuota de muestra se introdujo

el pH-metro ( Normas Ramales para Drogas Crudas yTinturas, 1992).

2.5.3.3. Determinacion de sélidos totales

La determinacién de sélidos totales es la variacion de la masa debido a la pérdida de sustancias
volatiles por accion del calor. Para ello, en una capsula previamente tarada se transfirieré 5 ml del
extracto y llevé a bafio de agua hasta residuo aparentemente seco. Se pasé a una estufa a una
temperatura de 45 °C y se dejo hasta obtener un peso contante. Posteriormente, se colocd en un

desecador hasta que alcance temperatura ambiente (Normas Ramales para Drogas Crudas yTinturas, 1992).

Formula:

Pr—P

92
&
I

x100

Pr: masa de la capsula mas el residuo (g)
P: masa de la capsula vacia (g)

V: volumen de la porcién de ensayo.

2.5.4. Cuantificacion de fenoles totales

Para realizar la cuantificacion de los fenoles totales se tomé 1 mL de muestra previamente

preparada (25 mg del extracto blando en 25 ml de etanol al 96%) y se afiadieron 15 mL de agua
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destilada en conjunto con 1.25 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu. Se dejé reposar durante 8
minutos, luego se adicionaron 3.75 ml de carbonato de sodio 7.5%; posteriormente, se aford a
volumen final (25 ml) con agua destilada. Se vorterizd por 1 minuto y se dejé en reposo por 2
horas bajo oscuridad. Las absorbancias respectivas fueron medidas a 765 nm en un
espectrofotometro (Hennebelle et. al., 2008, pp. 39-46).

2.5.5. Cuantificacion de flavonoides totales

Para realizar la cuantificacion de flavonoides totales se tomdé 1 ml de muestra prepara (25 mg del
extracto blando en 25 ml de etanol al 96%) y se afiadieron 4 ml de agua destilada en conjunto con
0.3 ml de nitrito de sodio al 5 %. Se dejo6 reposar durante 5 minutos, luego se adicionaron 0.3 ml
de una solucién de cloruro de aluminio al 10 %, se vorteriz6 por 1 minuto y se dejé en reposo por
5 minutos. Posteriormente, se adicionaron 2 ml de NaOH 1M y se homogenizd. Las absorbancias

respectivas fueron medidas 510 nm en un espectrofotdmetro (Hennebelle et. al., 2008, pp. 39-46).

2.5.6. Cuantificacion de los alcaloides

La cuantificacién de alcaloides es un método que se fundamenta en la reaccion de alcaloides, que
contienen nitrégeno en el interior de su estructura con verde de bromocresol, dando lugar a un
complejo de transferencia de cargas alcaloides-verde de bromocresol de color amarillo,

susceptibles de una determinacion espectrofotométrica a 470 nm (Jaramillo et. al., 2016, pp. 3-8).

Para la preparacion de verde bromocresol (BCG) se pesaron 69.8 mg del reactivo y se agreg6 en
un vaso de precipitacion, se adicionaron 3ml de NaOH de concentracion de 2 mol/L y 5 ml de
agua destilada, hasta estar completamente disuelto y la solucién de diluye hasta 1000 ml en un

balén de aforo.

Para la preparacion del buffer de fosfato acido de sodio, se pesaron 7.16 g de Na;HPO vy se
disolvid con agua destilada, se afor6 a 100 mL y se ajusté el pH con la solucion de &cido citrico
hasta un pH de 4.7.

Se empled como solucién estandar atropina se aforo 1mg/ml de atropina en 10 ml de agua
destilada. Se transfiri6 alicuotas de esta solucion en los diferentes volimenes: 0, 0.3, 0.6, 0.9, y
1.2 mL. Se adicion6 5 mL solucion del buffer fosfato y solucidn de verde de bromocresol. Por

Gltimo se adicion6 cloroformo hasta extraccion total de alcaloides. (aramillo-Jaramillo et al. 2016:pp. 3-8).
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Se prepar6 como solucion estdndar la atropina para la elaboracion de la curva de calibracion
(y=0.298x+0.1266). Posteriormente, se realizd la lectura de absorbancia a 470 nm en iun
espectrofotometro UV visible.

Procedimiento

Se transfirieron 5 ml del extracto a un embudo de separacion con 5 ml de la solucién de verde
bromocresol y 5ml de solucion del buffer fosfato. A continuacion, se adicionaron 2 ml de
cloroformo. La fase cloroférmica se separ6 en un balén de 10 ml. Se siguié adicionando
consecutivamente al embudo de separacién 2 ml de cloroformo y luego se sigui6 adicionando dos
veces mas 3 ml de cloroformo. A continuacién, se complet6 el volumen con cloroformo a 10 mL

(Jaramillo et. al., 2016, pp. 3-8).

Los resultados fueron expresados fueron expresos en mg de atropina por g de extracto seco.

2.6. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

Para el estudio se utiliz6 Rattus norvegicus hembras y machos con un peso corporal entre 180 a
210 gy de edad promedio de 6-8 semanas. Las ratas fueron adquiridas en el Bioterio de la Escuela
de Bioquimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias del ESPOCH. Todas las ratas fueron
aisladas en jaulas bajo condiciones de temperatura constante de 25 + 2 °C, humedad relativa de
45 + 5 % y el fotociclo (luz/oscuridad) de 12 horas, para su ambientacion por un tiempo de 15
dias. Ademas, tuvieron acceso libre de agua y fueron alimentadas en cantidades de 25 g de

balanceado pora ratas, una vez al dia.

Luego de haber culminado con el proceso adecuado de ambientacién, se procedio a realizar el
ensayo de actividad antiinflamatoria, para ello fue necesario que todas las ratas se encontrasen en

ayunas por 12 h, con libre acceso a agua.

Para la evaluacion de efecto antiinflamatorio, inicialmente, se obtuvo el peso de cada una de las
ratas con la ayuda de una balanza electrdnica digital, con el fin de calcular las dosis adecuadas de

extractos y de control positivo. Los grupos de tratamiento fueron:
Grupo de Blanco: vehiculo, agua destilada
Grupo de control positivo: diclofenaco sddico 150 mg/kg.

Grupo tratamiento 1: extracto blando de llex guayusa, 100 mg/kg

33



Grupo tratamiento 2: extracto blando de llex guayusa, 300 mg/kg

Grupo tratamiento 3: extracto blando de Vernonanthura patens, 100 mg/kg
Grupo tratamiento 4: extracto blando de Vernonanthura patens, 300 mg/kg
Grupo tratamiento 5: extracto blando de Theobroma cacao, 100 mg/kg

Grupo tratamiento 6: extracto blando de Theobroma cacao, 300 mg/kg

Posteriormente, se realiz6 el céalculo de volumen plantar basal de la pata dorsal izquierda de la
rata, para obtener el valor real de volumen, se introdujo la pata en una probeta con 95ml de agua,
se pudo observar que el volumen del liquido aumenta una cierta cantidad al introducir la pata, el
valor aumentado viene a ser el volumen calculado de la pata. Los valores de volumen calculado

se detallan en el anexo J.

A continuacion, se administré por via oral mediante sonda, el vehiculo, el control positivo y los
extractos de las tres especies de cada grupo, respectivamente. Después de 30 minutos de la
administracion, se administré carragenina (0.1 ml de solucion carragenina al 1% en suero
fisiol6gico) mediante inyeccidn por via subcutanea dentro de la aponeurosis de la pata izquierda,
provocando una reaccion inflamatoria (Winter et. al., 1962, pp. 544-545) en todas las ratas de
experimentacion. La medida de la evolucion del edema se realiz6 a las 0, 1, 2, 3, 4 y 24 horas

después de la administracién de carragenina mediante la medicion del volumen de la pata.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de la inflamacion utilizando la

siguiente formula.

o (Ct — Co)control — (Ct — Co)tratado
%inhibicion = (Ct = Coycontrol x100

Donde

Ct = volumen de la pata inflamada a un tiempo x

Co = volumen normal (antes de la administracion de carragenina)

En la tabla 4-2 se manifiesta el modelo experimental utilizado para evaluar el efecto

antiinflamatorio in vivo de los extractos blandos de llex guayusa, Vernonanthura patens y

Theobroma cacao.
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Tabla 4-2: Modelo experimental para la evaluacion del efecto antiinflamatorio

TRATAMIENTOS REPETICIONES
T1 R1 R2 R3
T2 R1 R2 R3
T3 R1 R2 R3
T4 R1 R2 R3
T5 R1 R2 R3
T6 R1 R2 R3
T7 R1 R2 R3
T8 R1 R2 R3

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

Donde:

T1= Edema plantar + vehiculo (agua destilada)

T2= Edema plantar + farmaco estandar (diclofenaco soédico 150 mg/kg)

T3= Edema plantar + Dosis equivalente de llex guayusa contenida en el extracto: 100 mg/kg
T4= Edema plantar + Dosis equivalente de llex guayusa contenida en el extracto: 300 mg/kg

T5= Edema plantar + Dosis equivalente de Vernonanthura patens contenida en el extracto: 100
mg/kg

T6= Edema plantar + Dosis equivalente de Vernonanthura patens contenida en el extracto: 300

mg/kg

T7=Edema plantar + Dosis equivalente de Theobroma cacao contenido en el extracto: 100 mg/kg
T8= Edema plantar + Dosis equivalente de Theobroma cacao contenido en el extracto: 300 mg/kg
Para la evaluacion del efecto antiinflamatorio se utilizaron un total de 24 ratas de
experimentacion, utilizando para cada tratamiento 3 ratas. El estudio se realizé con tres replicas.

2.6.1. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con la ayuda del programa IBM SPSS Statistics version 23, en el
cual se aplicd el test de modelo lineal general univariado para comprobar si existen diferencias
significativas entre los tratamientos estudiados, en base a este parametro se planted la siguiente

hipotesis estadistica.
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Ho: No existe diferencia entre cada uno de los tratamientos administrados a las ratas de

experimentacion tras la induccién de edema plantar. p > = 0,05

Hi: Al menos uno de los tratamientos administrados es diferente. p < 0,05

Si se acepta la hipotesis nula se concluye que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos, pero si se rechaza se confirma que al menos uno de los tratamientos administrados

es diferente, por lo que se deriva a aplicar el test de Duncan que determina si existen diferencias
significativas entre los tratamientos administrados segun su porcentaje de inhibicion.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Control de calidad de la droga vegetal

Control de calidad es de gran importancia ya que permite garantizar la eficacia de las drogas

vegetales.

3.1.1. Determinacién de humedad

Tabla 1-3: Resultado de determinacién de la humedad de las drogas vegetales llex guayusa,

Vernonanthura patens y de Theobroma cacao

Material Vegetal % Humedad Limites De Humedad
llex guayusa 5.68 Hasta 14%
Vernonanthura patens 10.56 Hasta 14%
Theobroma cacao 6.29 Hasta 14%

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

Para la conservacion de las drogas se elimina el exceso de agua para evitar la proliferacion

microbiana, el deterioro y la hidrolisis de sus componentes (Gutiérrez et. al. , 2011, pp. 18-20)

En latabla 1-3 se detallan los resultados obtenidos del ensayo de humedad residual de las drogas
vegetales de las tres especies estudiadas, indicando que los valores se encuentran dentro de los
parametros establecidos en la farmacopea para las drogas, misma que oscila entre un 8 a 14%
(Real Farmacopea Espafiola , 2004)por lo tanto estos resultados nos muestran que las drogas se pueden

conservar libres de microrganismos por un tiempo moderado, siendo favorable para el estudio.
Para Ilex guayusa no coinciden con los resultados obtenidos por Tuquinga (2013) y Gualli (2015)

indican que poseen un promedio de humedad de 8.64% y 8,65% respectivamente, datos que son

mayores con lo obtenido en el presente estudio.

37



En cuando a Vernonanthura patens, los resultados coinciden con lo obtenido por Manzano
(2013), quien indica que el porcentaje de humedad, en las hojas de Vernonanthura patens es de
10%.

Estudios realizados para Theobroma cacao por otros autores indican con un rango de humedad
entre 6 y 7%, el dato obtenido en estudio coincide con lo de referencia (veraet. al., 2014, pp. 26-27).

3.1.2. Determinacién de cenizas totales

La determinacion de cenizas es un indice de la calidad de la droga vegetal que permite evaluar la
cantidad de cenizas fisiologicas derivadas de los tejidos de la propia planta y cenizas no
fisioldgicas que es residuo de materias extrafias (polvo, arena y tierra), que puede afectar la

calidad de las droga vegetal (Cabreraet. al. , 2012, p. 8).

Tabla 2-3: Resultado de determinacion de cenizas totales de las drogas vegetales llex guayusa,

Vernonanthura patens y de Theobroma cacao

Material Vegetal % Cenizas Totales Limites de Cenizas Totales
Ilex guayusa 5.37 Hasta 12%
Vernonanthura patens 10.30 Hasta 12%
Theobroma cacao 5.77 Hasta 12%

Relazado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En la tabla 2-3, se indica el contenido de cenizas totales de las especies llex guayusa,
Vernonanthura patens y Theobroma cacao, valores que se encuentran dentro de los limites

establecidos en la Farmacopea espafiola (Real Farmacopea Espafiola , 2004).

3.1.3. Determinacidn de cenizas solubles en agua

Tabla 3-3: Resultado de determinacion de cenizas solubles en agua de las drogas vegetales llex

guayusa, Vernonanthura patens y de Theobroma cacao

Material Vegetal % Cenizas Solubles En Agua Limites de% Cenizas
Solubles En Agua
Ilex guayusa 1.45 Hasta 2%
Vernonanthura patens 0.86 Hasta 2%
Theobroma cacao 1.92 Hasta 2%

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018
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Los resultados expresados en las tablas 2-3 y 3-3 indican el contenido de cenizas totales y solubles
en agua, de las tres especies, que corresponde al material tipo organico (Sharapin, 2000, pp. 149-150)
presente en la muestra. Los valores obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos
segun la Farmacopea espafiola que es 12% y del 2% para cenizas totales y solubles en agua (Real

Farmacopea Espafiola , 2004).

3.1.4. Determinacién de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Tabla 4-3: Resultado de determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico de las drogas

vegetales llex guayusa, Vernonanthura patens y de Theobroma cacao

Material Vegetal % Cenizas Insolubles En Limites de % Cenizas
Hcl Insolubles En Hcl
llex guayusa 1.29 Hasta 1%
Vernonanthura patens 15 Hasta 1%
Theobroma cacao 1.82 Hasta 1%

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En los resultados indicados en la tabla 4-3, de las cenizas insolubles en acido clorhidrico de las
tres especies, presentan valores elevados, segun la Farmacopea espafiola (Real Farmacopea Espafiola,
2004).Pero segun la Norma Ecuatoriana de Fitoterapicos se encuentra dentro de los limites, cuyo
valor de especificacion es de 5%, lo que indica que las drogas vegetales presentan materia arenosa

(Sharapin, 2000, pp. 149-150).

3.2. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es una de las etapas iniciales del estudio fitoquimico, que permite
determinar cualitativamente, los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en cada

extracto, de acuerdo a su solubilidad en cada uno de los solventes empleados (Mera, 2016, pp. 3-4).

Tabla 5-3: Resultados de tamizaje fitoquimico de llex guayusa

Metabolitos Ensayo Extracto Extracto Extracto
etéreo etandlico acuoso
Aceites y grasa Sudan - N/A N/A
Dragendorff +++ oot +++
Alcaloides Mayer - - ++
Wagner - + ++
Lactonas y cumarinas Baljet - - N/A
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Triterpenos-esteroides Liebermann-Burchard  + +++ N/A
Catequinas Catequinas N/A + N/A
Resinas Resinas N/A - N/A
AzUcares reductores Fehling N/A + +
Saponinas Espuma N/A - +
Fenoles y taninos ClsFe N/A +++ +++
Quinonas Borntrager N/A - N/A
Flavonoides Shinoda N/A - +
Flavonoides Antocianidinas N/A - N/A
Polisacéaridos Mucilagos N/A N/A -
Principios amargos Principios amargos N/A N/A +/-

Abundante (+++), Mediadamente abundante (++), Escaso (+), ausencia (-), No aplica (N/A

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En la tabla 5-3 se presentan los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos
etéreo, etandlico y acuoso de las hojas de llex guayusa, indicando la existencia de varias familias
de metabolitos secundarios de interés biolégico y farmacologico.

Los grupos de los metabolitos secundarios encontrados con mayor frecuencia fueron alcaloides,
triterpenos-esteroides, flavonoides, fenoles, taninos, azlcares reductores y, en menor abundancia
saponinas, catequinas y principios amargos. El extracto acuoso present6é mayor variedad de estas
sustancias, resultados que coinciden con los encontrados por Manzano, S. 2018, quien ademas

reportd la identificacion de compuestos como quinonas y aceites/grasas (Manzano et. al , 2018, pp.
8620-8621).

Tabla 6-3: Resultados de tamizaje fitoquimico de Vernonanthura patens

Metabolitos Ensayo Extracto Extracto Extracto
etéreo etandlico acuoso
Aceites y grasa Sudan - N/A N/A
Dragendorff - - -
Alcaloides Mayer - - -
Wagner - - +
Lactonas y coumarinas Baljet - - N/A
Triterpenos-esteroides Liebermann-Burchard  + +++ N/A
Caqgueninas Catequinas N/A - N/A
Resinas Resinas N/A - N/A
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Azucares reductores Fehling N/A + +

Saponinas espuma N/A + -
Fenoles y taninos ClsFe N/A +++ +++
Quinonas Borntrager N/A - N/A
Flavonoides Shinoda N/A + +
Flavonoides Antocianidina N/A - N/A
Polisacéridos Mucilagos N/A N/A -
Principios amargos Principios amargos N/A N/A +

Abundante (+++), Mediadamente abundante (++), Escaso (+), ausencia (-), No aplica (N/A

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En la tabla 6-3 se pueden apreciar los metabolitos segundarios identificados en la especie
Vernonanthura patens, destacando la presencia de triterpenos-esteroides, flavonoides, taninos,
azucares reductores en mayor frecuencia, saponinas y principios amargos en menor cantidad, lo
cual es coincidente con los reportes previos de Manzano, S. 2016, quien ademas reporté la
presencia de catequinas, alcaloides y quinonas.

Tabla 7-3: Resultados de tamizaje fitoquimico de Theobroma cacao

Metabolitos Ensayo Extracto  Extracto Extracto
etéreo etanolicos  acuoso
Aceites y grasa Sudan + N/A N/A
Dragendorff - - +++
Alcaloides Mayer - - +
Wagner - - ++
Lactonas y cumarinas Baljet - - N/A
Triterpenos-esteroides Liebermann-Burchard - - N/A
Catequinas Catequinas N/A - N/A
Resinas Resinas N/A - N/A
Azucares reductores Fehling N/A + +
Saponinas Espuma N/A - -
Fenoles y taninos ClsFe N/A ++ +++
Quinonas Borntrager N/A - N/A
Flavonoides Shinoda N/A + +
Flavonoides Antocianidina N/A + N/A
Polisacéaridos Mucilagos N/A N/A -
Principios amargos Principios amargos N/A N/A -

Abundante (+++), Mediadamente abundante (++), Escaso (+), ausencia (-), No aplica (N/A).

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En la Tabla 7-3 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los extractos
etéreo, alcoholico y acuoso de la cascara de Theobroma cacao. Se puede observar la presencia de

flavonoides, fenoles, taninos, azucares reductores, y alcaloides. Los resultados que coinciden con
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los reportados seglin Santos, 2014. A excepcion de la presencia de saponinas, ya que en este

estudio did positivo (Santos et. al. , 2014).

3.3.Control de calidad de extracto blando

Tabla 8-3: Resultados de pardmetros organolépticos de los extractos blandos de las especies Ilex
guayusa, Vernonanthura patens y theobroma cacao

Caracteristicas  llex guayusa Vernonanthura patens  Theobroma cacao

Color Verde oscuro, transparente,  Negro, opaco sin Café claro, opaco

sin particula en suspension  particulas en suspension  con particulas en

y si separacién de fases y sin separacion de fases  suspension y fases
separadas
Olor Caracteristico, agradable Caracteristico, Suave y aromaético

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En la tabla 8-3 se observa las caracteristicas organolépticas de las especies en estudio, tomando
en cuenta el color, la presencia o ausencia de particulas, transparencia, separacion de fases y el

olor.

Tabla 9-3: Resultados de parametros fisico-Quimicos de los extractos blandos

Parametros llex guayusa  Vernonanthura patens Theobroma cacao
pH 5.31 5.35 4.79
Sélidos totales 2.33 2.16 1.22

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En la tabla 9-3, se indican los resultados de parametros fisicoquimicos analizados en los extractos
blandos de las tres especies. Los valores de pH obtenidos fueron de 5.31, 5.35 y 4.79 para lex

guayusa, Vernonanthura patens y Theobroma cacao, respectivamente.

Los resultados obtenidos de los solidos totales de llex guayusa, Vernonanthura patens y
Theobroma cacao fueron de 2.33, 2.6 y 1.22, respectivamente; lo cual indica la cantidad de
materia disuelta y mide el total de residuos solidos filtrables, siendo mayor el proceso extractivo

en llex guayusa, seguida por Theobroma cacao y, finalmente, Vernonanthura patens.
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3.4 Cuantificacién de fenoles

La cuantificacion de los fenoles totales en los extractos de llex guayusa, Vernonanthura patens y
Theobroma cacao se determind por espectrofotometria, basandose en una reaccion colorimétrica
de dxido-reduccion. Se utilizo el reactivo de Folin-Ciocalteu como agente oxidante. Para lo cual
se realiz6 una curva de calibracion del estdndar de &cido gélico a concentraciones de 20, 40, 60,
80y 100 ppm, obteniendo una ecuacion de la recta y(absorbancia) = 0.0014x (concentracion acido
galico)+ 0.0144, cuyo coeficiente de relacion fue de R?=0.9997.

Se realiz6 ladilucion de los extractos de llex guayusa, Vernonanthura patens y Theobroma cacao,
con el fin de que las absorbancias obtenidas se encontrasen dentro de la curva de la calibracion.
Los resultados obtenidos fueron reemplazados en la ecuacion de la recta del estandar de acido
galico y expresados en mg equivalentes de acido galico por g de extracto y en porcentaje masa-

masa.

Tabla 10-3: Cuantificacion de fenoles totales por espectrofotometria

Muestra analizada Fenoles totales expresados como mg EAG/ g de Porcentaje
extracto

Ilex guayusa 174.86 + 0.00 17.49 £ 0.00

Vernonanthura patens  98.43 + 0.00 9.84 +0.00

Theobroma cacao 110.57 £ 0.00 11.06 £ 0.00

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

Como se puede apreciar en la tabla 10-3, se muestran los resultados de la cuantificacion de los
fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Se observa para llex guayusa 174.86+0.00
mg/Eq de acido galico por g de extracto lo que corresponde a un porcentaje de 17.49%,
Vernonanthura patens presenta 98.43+0.00 mg/Eq de acido galico por g de extracto con un
porcentaje de 9.84%, y para el Teobroma cacao 110.57+0.00 mg/Eq de é&cido galico por g de

extracto, con un porcentaje de 11.06%.

En lo que se refiere a la cuantificacion de fenoles totales para llex guayusa, existe estudios
realizados por Garcia y colaboradores, 2017, donde obtuvieron un contenido de fenoles totales de
54.86 mg/Eq de acido galico por g, cuyos resultados fueron menores debido a esta investigacion
(Garcia Ruiz et. al. , 2017, pp. 22-29). Este resultado indica que a pesar de ser la mima especie, puede
existir variacion en la concentracién de fenoles totales debido a las condiciones ambientales,

hébitat de la planta, entre otros ( (Garcia, 2017, p. 51)
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En cuanto a la cuantificacion de fenoles totales para Theobroma cacao, los valores obtenidos
asemejan a los resultados obtenidos por Oyeleke et al. 2018 que es de 114.93 mg/Eq de &cido
galico por g. Enlo que se refiere a la cuantificacion de fenoles totales para Vernonanthura patens,
el valor es mucho menor a un estudio realizado previamente, en el cual se establece un contenido

de 10.95 mg/Eq de &cido gélico por gramo (Manzano et. al., 2015, pp. 85-89)

3.5 Cuantificacion de los flavonoides totales

La cuantificacién de flavonoides totales se realizd espectrofotométricamente mediante el método
de tricloruro de aluminio, para lo cual se elaboré una curva de calibracion del estandar de
guercetina a concentraciones de 20, 40, 60, 80,100 ppm, obteniendo una ecuacion de la recta y
(absorbancia)=0.0014x (concentracion de quercetina)+0.0144, cuyo coeficiente de correlacion
fue de R2=0.9997.

Los valores obtenidos fueron reemplazados en la ecuacion de la recta del estandar de quercetina

y expresados en mg equivalentes quercetina por gramos de extracto.

Tabla 11-3: Cuantificacién de flavonoides totales por espectrofotometria

Muestra analizada Flavonoides totales expresados como mg Porcentaje
EQ/ g de extracto seco

llex guayusa 87.81+£0.41 8.78 +0.04
Vernonanthura patens 101.5+0.00 10.15+0.00
Theobroma cacao 87.93+0.41 8.78 + 0.04

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En tabla 11-3 se observan los resultados obtenidos de la cuantificacion de flavonoides totales de
las tres especies, mostrando valores menores a los obtenidos en anélisis de fenoles, lo que se
encuentra dentro de lo esperado ya que los flavonoides son un subgrupo de compuestos fendélicos.
En la actualidad, hay un gran interés en estos compuestos, debido a que son importantes en la
salud humana, poseen efectos beneficiosos en prevencion de las enfermedades relacionados con
procesos inflamatorios, y desordenes cardiovasculares (Garcia, 2013, p. 2). Ademas tienen actividad
en los procesos inflamatorios. Son capaces de inhibir las enzimas ciclooxigenasa y la
lipooxigenasa que actdan en el curso del proceso inflamatorio, reduciendo la formacion de

tromboxanos y leucotrienos (Gonzélez et. al. , 2007, pp. 288-292).

Para la cuantificacion de flavonoides totales para Theobroma cacao, en un estudio similar

realizado por (Oyeleke et. al., 2018), Se presentd un resultado de 116.40 mg/Eq quercetina por gramo
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muestra, cuyos valores obtenidos superan ligeramente a la concentracion obtenida en este estudio.
Contreras, 2016, obtuvo un resulta de 8.12 mg/Eq quercetina por g muestra, lo cual es un valor

mucho menor al obtenido (Contreras, 2016).

En cuanto a la cuantificacion de flavonoides totales para Ilex guayusa, el resultado obtenido es
mucho mayores, en comparacion con los resultado obtenidos por (Noriega Rivera, 2017) Y (Tuquinga
Usca), los cuales son de 7.50 y 7.14 mg/Eq quercetina por gramo de planta, respectivamente, y

lleva a la conclusion de que esta especie es rica en flavonoides.

En lo que se refiere a la cuantificacion de flavonoides totales para Vernonanthura patens, no
coinciden con el repordo (Martinez, 2017), que se observaron 260.69 mg/Eq de quercetina por gramo

de muestra, cuyo resultado es mucho mayor a resultado obtenido.

3.6 Cuantificacion de alcaloides

Para la cuantificacion de alcaloides se utilizd el método basado en la reaccion con verde de
bromocresol, para lo cual se elabord una curva de calibracion estandar de atropina, obteniendo

una ecuacion de la recta y (absorbancia)=0.298x (concentracién alcaloides)+0.1266, con un

coeficiente de correlacion de R2=0.9997.

Los valores obtenidos fueren reemplazados en la ecuacion de la recta del estandar de atropina,

expresados en mg de atropina por gramos de extracto seco.

Tabla 12-3: Cuantificacién de alcaloides

Muestra analizada Alcaloides expresados como mg EA/ g de planta
llex guayusa 0.70+£0.12
Theobroma cacao 0.59 £ 0.02

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En la tabla 12-3 se puede apreciar los valores obtenidos para la cuantificacion de alcaloides, para
Ilex guayusa obteniendo un resultado de 0.70 = 0.12 mg por gramo de muestra y para Theobroma
cacao con un de 0.59 + 0.02 mg por gramo de muestra. Este fue el primer reporte de cuantificacion
de alcaloides por este método, en cuanto al contenido de alcaloides, solamente estudios

cualitativos evidenciaron la presencia de alcaloides en extracto alcohdlico y extracto acuoso.
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3.7. Efecto antiinflamatorio de los extractos

3.7.1. Resultados de la administracion de los extractos

En este estudio se analizaron los extractos de llex guayusa, Vernonanthura patens y Theobroma
cacao, en dos concentraciones (100 mg/kg y 300 mg/kg), para evaluar su efecto antiinflamatorio
y conocer qué dosis presenta mayor efectividad. Se realizo el estudio en Rattus norvegicus, en las
que se indujo una edema plantar de la pata posterior izquierda utilizando carragenina al 1%.

Tabla 13-3: Resultados del volumen promedio de inflamacién (cm)

» § = = © | s & I~
5 8352|8285 2553|583
o S E|3 D3 > S 9|l 81| E |l o E
S S 8|5 E|lx E|S 28 288|288
g8\| F |8 7| |2 |Sg|2elET|E"®
s S 2R REIREE p
0.667+ | 0.800+ | 0.800+ | 0.733%x | 0.733+ | 0.767+ | 0.767+ | 0.833%
Basal 0.15 0.10 0.17 0.06 0.21 0.15 0.23 0.06
Ho 1.100+ | 1.133+ | 1.200+ | 1.100+ | 1.033+ | 1.067+ | 1.100+ | 1.167+
0.00 0.06 0.00 0.10 0.12 0.06 0.17 0.06
1.067+ | 1.033+ | 1.667+ | 1.033+ | 1.017+ | 1.000+ | 1.033+ | 1.067+
Al 0.06 0.12 0.07 0.15 0.10 0.10 0.12 0.06
Ho 0.967+ | 0.967+ | 1.050+ | 0.967+ | 0.983+ | 0.933+ | 0.950+ | 0.967+
0.06 0.12 0.10 0.06 0.08 0.10 0.09 0.06
H3 0.933+ | 0.910+ | 0.967+ | 0.933+ | 0.967+ | 0.900+ | 0.900+ | 0.900+
0.06 0.06 0.06 0.06 0.10 0.10 0.10 0.00
Ha 0.933+ | 0.898+ | 0.933+ | 0.867+ | 0.905+ | 0.900+ | 0.900+ | 0.867+
0.06 0.06 0.00 0.06 0.10 0.10 0.10 0.06
Hoa 0.900+ | 0.833+ | 0.867+ | 0.833+= | 0.900 | 0.833+ | 0.867+ | 0.833%
0.00 0.00 0.00 0.12 +0.17 0.10 0.10 0.06

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

En la tabla 13-3, se muestran los resultados respecto al volumen promedio de inflamacion de
todas las ratas de experimentacion obtenidas en cada experimento. Se determiné el volumen cada
hora las primeras cuatro horas y, finalmente, a las veinticuatro horas. El grupo tratado con
diclofenaco sodico (150 mg/kg) y los grupos tratados con los extractos, presentaron una

disminucién considerable respecto al Blanco (agua destilada).
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3.7.2. Analisis estadistico

A continuacién, se muestran los resultados de porcentaje de inhibicién de la inflamacion

correspondientes a los diferentes tratamientos: diclofenaco sodico (150 mg/kg), llex guayusa (100
mg/kg y 300 mg/kg), Vernonanthura patens (100 mg/kg y 300 mg/kg), Theobroma cacao (100

mag/kg y 300 mg/kg).

PORCENTAJE DE INHIBICION

Tabla 14-3: Resultados del porcentaje de inhibicién de la inflamacién

© — | © —
o g g — [o)) — [o)) p —~ p a
s |2s|2s|EB|ES|5 2|5
s |e < |82|8<|s E|ls E|5 E|s &
= o @9 o 9| D 9|5 S 5 S8 818 2
& |2 E|x E|lxs ElegS|g8|&eS|E 8
- o 3 = o |l= a|lo | |2 ol o
= ~ S92 5|2 |~k S|lo 8§
TO 23.09 7.62| 15.24 8.25 9.86 7.69| 18.31
Tl 40.1 8.18| 20.69| 11.92| 16.61| 25.02| 39.28
T2 44.27| 16.58| 33.27 6.15| 44.41| 38.94| 45.05
T3 58.69| 37.29| 49.81| 28.42| 49.94( 41.42| 49.79
T4 63.14| 50.06( 6245 28.42| 49.94| 48.93| 53.66
T24 71.24| 56.08( 68.24 33| 56.95( 57.08( 61.37
Fuente: Narcisa Palchizaca
@
ﬁ)
@
|5_O
Iﬁ)
@
@
IE)
0
TO T1 T2 T3 T4 T24
TIEMPO (HORAS)
Diclofenaco 150 mg/kg —&—llex guayusa 100mg/kg
llex guayusa 300mg/kg Vernonanthura patens 100 mg/kg
=¥—Vernonanthura patens 300 mg/kg —@—Theobroma cacao 100mg/kg

——Theobroma cacao 300 mg/kg

Figura 1-3: Porcentaje de inhibicion de la inflamacion de los diferentes grupos experimentales

vs tiempo de los grupos tratados
Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018
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En la figura 6.3 se graficaron los resultados de porcentaje de inhibicion de la inflamacion que se
obtuvieron con el medicamento de control y de los extractos en dos concentraciones de cada uno,

en diferentes tiempos.

Se pueden observar que si existe la disminucion del porcentaje de inhibicidn, a medida que va
pasando el tiempo, en los diferentes grupos tratados con los extractos. Es destacable observar que
el porcentaje de inhibicion de las muestras de llex guayusa (300mg/kg) y de Theobroma cacao
(300mg/kg) se asemejan al grupo de control positivo (diclofenaco sédico (150mg/kg), en tiempo

de 24 horas después de induccion de la patologia.

Para los grupos de Ilex guayusa (100mg/kg), Theobroma cacao (100mg/kg) y Vernonanthura
patens (300mg/kg) poseen un porcentaje de inhibicién muy similar, después de 24 horas, mientras
que Vernonanthura patens a dosis (100mg/kg), presenta el mas bajo porcentaje de inhibicién, se

puede evidenciar que es menos efectivo.

Segun la referencia llex guayusa es rica en compuestos como polifenoles y flavonoides que son
los responsables de inhibir la biosintesis de prostaglandinas en los procesos inflamatorios (Garcia,
2017, pp. 10-15), ademas cuenta con la presencia de alcaloides como cafeina que intervienen en las

enfermedades respiratorias mediante inhibicion de las prostaglandinas.

En cuanto a Theobroma cacao, el principal componente antinflamatorio esta constituido por
flavonoides tipo epicatequina, catequinas y polifenoles (Oyeleke et. al., 2018, pp. 10-24)los cuales estan
relacionados con la inhibicion de la sintesis y las actividades de diferentes mediadores

proinflamatorios como los eicosanoides, citoquinas, moléculas de adhesion y proteina C reactiva
(Giacomtti, 2016, pp. 182-183).

En lo que se refiere a Vernonanthura patens por contener compuestos con propiedades
antinflamatorias como fenoles y flavonoides, actian por el mismo mecanismo de accion antes

mencionado.

Se aplico el test de modelo lineal general univariado para comprobar si existen diferencias

significativas entre los tratamientos, lo cual se muestra a continuacion.

48



Tabla 15-3: Test modelo lineal general para los diferentes tratamientos

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: porcentaje de inhibicion

Tipo Il de suma Media
Origen de cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 14104.186° 11 1282.199 32.034 .000
Interseccion 57679.443 1 57679.443| 1441.024 .000
tratamiento 3729.460 621.577 15.529 .000
tiempo 10374.726 5 2074.945 51.839 .000
Error 1200.801 30 40.027
Total 72984.429 42
Total corregido 15304.987 41

a. R al cuadrado = .922 (R al cuadrado ajustada = .893)

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018

Segun los resultados obtenidos en el andlisis univariado, se procede a rechazar la hipdtesis nula
(Ho) siendo el valor de p (0.000) inferior al nivel de significancia y aceptar la hipdtesis alternativa
(H1) (0.05), por lo tanto se dice que existe diferencia significativa entre los tratamientos, es decir
al menos uno de los tratamientos administrados es diferente, por lo que se procedio a realizar el
test de Duncan al 95% para establecer entre cuales de estos tratamientos demuestra diferencia

significativa.

Tabla 16-3: Test de Duncan del efecto antiinflamatorio de los grupos tratados en diferentes

tiempos.
Porcentaje de inhibicion
Duncan®®
Subconjunto

diferente tratamientos N 1 2 3 4
Vernonanthura patens 100 mg/kg 6| 19.3600

llex guayusa 100mg/kg 6 29.3017

Theobroma cacao 100 mg/kg 6 36.5133( 36.5133
Vernonanthura patens 300 mg/kg 6 37.9517

Ilex guayusa 300 mg/kg 6 41.6167

Theobroma cacao 300 mg/kg 6 44,5767 44.5767
Diclofenaco sodico 150 mg/kg 6 50.0883
Sig. 1.000 .058 .051 142
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 40.027.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 6.000.

b. Alfa=0.05.

Realizado por: Narcisa Palchizaca, 2018
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La tabla 16.3 nos muestra cuatro subconjuntos homogéneos, el primero esta formado por el
tratamiento Vernonanthura patens (100 mg/kg). El segundo estd formado por los tratamientos
Ilex guayusa y Theobroma cacao (100 mg/kg) esto nos indica que no hay diferencia significativa
entre ellos, por otro lado el tratamiento Theobroma cacao (100 mg/kg) también es similar a los
tratamientos del subconjunto tres, formado por Theobroma cacao (100 mg/kg), Vernonanthura
patens, llex guayusa y Theobroma cacao (300 mg/kg) indicando, como en el caso anterior que no
hay diferencia significativa entre ellos. El cuarto subconjunto esta formado por los tratamientos
Theobroma cacao (300 mg/kg) y diclofenaco sédico (150 mg/kg), lo cual indica que este extracto

es significativamente similar al farmaco utilizado como control positivo.

Esto se deduce que el Theobroma cacao (300 mg/kg) es el extracto mas activo de las especies

estudiadas con efecto similar al control positivo (diclofenaco sédico).
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CONCLUSIONES

Las drogas vegetales y los extractos secos obtenidos se hallan en condiciones de calidad
adecuadas ya que los resultados de humedad y cenizas cumplen con las especificaciones
requeridas por las farmacopea espafiola (2002) y Normas Ecuatorianas de Fitoterapicos,
garantizando asi seguridad y eficacia.

Los metabolitos segundarios caracteristicos en las hojas de llex guayusa, Vernonanthura patens
y Theobroma cacao fueron compuestos fendlicos, flavonoides y azlcares reductores; ademas, en
los extractos de llex guayusa y de Theobroma cacao se determind la presencia de alcaloides. En
los extractos de llex guayusa y de Vernonanthura patens también se evidencio la presencia de

triterpenos.

Los fenoles totales fueron cuantificados mediante espectrofotometria, se obtuvo 174.86 mg
GAE/g en llex guayusa, 98.43 mg GAE/g en Vernonanthura patens y 110.57 mg GAE/g en
Theobroma cacao. Las cantidades de flavonoides totales fueron 87.81 mg EQ/g en llex guayusa,

101.5 mg EQ/g en Vernonanthura patens y 87.93 mg EQ/g en Theobroma cacao.

Los alcaloides fueron cuantificados mediante el método de reaccion con verde de bromocresol,

obteniendo 0.70 mg EA/g en I. guayusa y 0.59 mg EA/g en T. cacao.

Se evalud el efecto antiinflamatorio de las hojas de llex guayusa, Vernonanthura patens y
Theobroma cacao expresados como porcentaje de inhibicion inflamatoria, en el cual los extractos
de llex guayusa y Theobroma cacao (300 mg/kg) presentaron mayor efecto antiinflamatorio en
tiempo de 24 horas después de la induccion de la patologia, y Vernonanthura patens (100 mg/kg)

presentd menor porcentaje de inhibicion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda para futuros estudios aislar los compuestos responsables de la actividad

antiinflamatoria; asi como su mecanismo de accion.

Efectuar estudios toxicolégicos de las tres especies para verificar si existe dafio tisular.

Se sugiere utilizar otra via de administracion (topica) de los extractos, de tal forma que se pueda

evaluar el efecto antiinflamatorio de manera distinta.

Se recomienda continuar con la investigacion sobre otras actividades bioldgicas de las tres

especies.
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ANEXOS

ANEXO A. droga vegetal de Theobroma cacao, Vernonanthura patens y llex guayusa




ANEXO C. tamizaje fitoquimico de los extractos




ANEXO D. concentracion de los extractos de Theobroma cacao, Vernonanthura patens y llex
guayusa.

ANEXO E. cuantificacion de los fenoles totales y flavonoides en espectrofotometria de los
extractos de Theobroma cacao, Vernonanthura patens y llex guayusa.




ANEXO F. preparacion de reactivo de Folin- Ciocalteu

ANEXO G. cuantificacion de los alcaloides de los extractos de Theobroma cacao,

Vernonanthura patens y llex guayusa.




ANEXO H. dosis de administracion a las ratas dependiendo su peso.

Parfmetros y repeticiones
Tratamientos Pesodela Volumen del | Pesodela Volumen del Pesodela Volumen del
rata principio activo rata principio activo rata principio activo
Tlex guayusa 100 201g 1ml 2109¢ 1ml 2037g 1ml
mgkg
Tlex guayusa 300 2066 ¢ 1ml 1673 ¢ 0.8ml 2019g 1ml
mgke
Vernonanthura 1933¢ 1ml 1982 ¢ 1ml 166.5¢ 0.8ml
patens 100 mg/kg
Vernonanthura 2045¢ 1ml 1831¢ 0.9ml 160 ¢ 0.8ml
patens 300 mg/kg
Theobroma cacao | 202.5g 1ml 164 ¢ 0.8ml 176.5g 0.9ml
100 mg/kg
Theobroma cacao | 207.1 1ml 163.7¢ 0.8ml 1636g 0.8ml
300 mg/kg
Diclofenaco sodico | 210.1 g 1ml 1694 ¢ 0.8ml 1953 ¢ 1ml
150 mp/kp

ANEXO I. Cuidado y mantenimiento de las ratas de experimentacion




ANEXO K. Administracion via oral de los extractos

ANEXO L. induccién de solucién de carragenina (0.1ml) al 1% en suero fisioldgico.




ANEXO M. Volumenes calculados de las patas de las ratas de los extractos de Theobroma cacao,

Vernonanthura patens y llex guayusa, control positivo Diclofenaco sodico y de vehiculo.

llex guayusa 100mg/kg llex guayusa 300mg/kg

tiempo R1 |R2 R3 tiempo R1 R2 R3
BASAL 0.8 |0.7 0.7 BASAL 0.6 0.7 0.8
TO 1 11 11 TO 1.1 1.1 1
T1 1 1.05 1 T1 0.9 1 1
T2 0.9 (0.9 0.9 T2 0.9 0.8 0.9
T3 0.9 (0.8 0.9 T3 0.8 0.8 0.9
T4 0.8 |0.8 0.9 T4 0.8 0.8 0.8
T24 0.8 0.8 0.9 T24 0.7 0.8 0.8
Vernonanthura patens 100 mg/kg Vernonanthura patens 300mg/kg

tiempo R1 |R2 R3 tiempo R1 R2 R3
BASAL 0.7 0.6 0.7 | BASAL 0.8 0.6 0.7
TO 1 1 1.1|T0 1.1 1 1
T1 1 0.9 11Tl 1 1 0.9
T2 0.9 0.8 09|T2 0.9 0.8 0.9
T3 0.9 0.8 0.8|T3 0.9 0.8 0.9
T4 0.8 0.8 08| T4 1 0.7 0.8
T24 0.7 0.7 0.8|T24 0.9 0.6 0.7
Theobroma cacao 100mg/kg Theobroma cacao 300mg/kg

tiempo R1 |R2 R3 tiempo R1 R2 R3
BASAL 0.9 0.7 0.8 | BASAL 0.8 0.8 0.8
TO 1.2 11 1.2|T0 1 1.1 1
T1 1.2 11 11|T1 1 1 0.9
T2 1.05 1 1|T2 0.9 1 0.9
T3 1 0.9 1|T3 0.9 0.9 0.9
T4 1 0.9 09|T4 0.9 0.8 0.9
T24 0.9 0.9 0.9|T24 0.8 0.8 0.8
Diclofenaco sodico  100mg/kg Vehiculo (agua destilada) 1ml/kg

tiempo R1 [R2 R3 tiempo R1 R2 R3
BASAL 0.8 0.7 0.8 | BASAL 0.7 0.7 0.7
TO 1.2 11 1.1|T0 1.1 1.1 1.1
T1 1 0.9 11Tl 1.1 1 1.1
T2 0.9 0.9 09|T2 0.9 1 1
T3 0.8 0.9 09|T3 0.9 0.9 1
T4 0.8 0.8 0.9|T4 1 0.9 0.9
T24 0.8 0.8 0.8|T24 0.9 0.9 0.9




ANEXO N. Guia de movilizacion de especimenes de flora y fauna silvestre Nro. DPAP-UPN-
VC-2019-007

s
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GUIA DE MOVLIZACION DE ESPECIMENES DE FLORAY
FAUNA SILVESTRE
Nro. DPAP-UPN-VC-2019-007

Fecha de ecmision: 23/01/19

Fecha de movilizacion: 25/enero/2019-06h00  Vilido hasta: 26/enero/2019 — 06h00

La Direccién Provincial de Pastaza, Autoriza a la MSc. Karen Acosta Le6n. La movilizacién de
muestras de flora, Desde: El Cantones Arajuno y Pastaza. Provincia de Pastaza, Hacia: La ciudad

de Riobamba, Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Segrin la siguiente lista:

No Cadigo Nombre Cientifico
Cantidad N° Envases
I | Al LLex | Liex guayusa 300g i s
2 | A2. Vernonanthura Vernonanthura patnes 300g Fucnig:;[::::&s:isczon !
| |
Observaciones:

Los especimenes, muestras o elementos constitutivos se movilizaran en:
mpresa de transporte interprovincial, Touris San Francisco.
Los especimenes van en calidad de:

e Traslado de centro de mancjo ( )
Desde:
Hasta:

e Comercio:( )

» Investigacion: (X) Nombre de la Investigacion: “Estudio de la biodiversidad en el
Ecuador, Ecologia, Conservacion y su Potencial Uso Sostenible”.

Firmas de responsabilidad por la expedicion:

el S

Ledo: Viclor\Cm(c}lma
Responsable de Biodiversidad DPAP. C.C. 1600506586
C.I. 171909902-8




