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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto antiinflamatorio de un gel elaborado a base
del extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Ageratum conyzoides en animales de
experimentacion, mediante un modelo experimental de induccién a la inflamacion plantar con
carragenina. Para lo cual se recolectd, identifico, selecciond, secd y triturd el material vegetal,
para la determinacion de los pardmetros de calidad de la droga cruda. Posterior se obtuvieron los
extractos etéreo, etandlico, acuoso e hidroalcohdlico por maceracion para realizar el tamizaje
fitoquimico, con la finalidad de identificar metabolitos secundarios presentes en la especie
vegetal. El extracto hidroalcoholico fue concentrado y liofilizado, posterior a esto, mediante
espectrofotometria UV-Visible se analizaron cuantitativamente compuestos flavénicos vy
fendlicos presentes en el mismo. Se elaboraron geles con el extracto hidroalcohdlico a
concentraciones del 5%, 10% y 20% con buenas caracteristicas organolépticas. Ademas, se
evaluo el efecto antiinflamatorio de los geles en animales de experimentacion a los cuales se les
indujo inflamacion mediante la administracion de carragenina al 0,1% en la zona plantar. El area
de la inflamacion se midi6 en milimetros. Los valores obtenidos fueron fundamentales para hallar
el porcentaje de inflamacion a distintos tiempos de medicion. Luego se aplicé el analisis
estadistico de varianza y la prueba de Tukey para determinar la diferencia significativa entre los
tratamientos aplicados. Se obtuvo como resultado que el gel a base de extracto hidroalcohélico
de Ageratum conyzoides al 20% mostr6 mayor eficacia antiinflamatoria, estadisticamente similar
al diclofenaco sédico 1%, se concluyd que los geles elaborados con el extracto de Ageratum
conyzoides posee una alta eficacia antiinflamatoria gracias a la presencia de flavonoides y fenoles
por lo que se recomienda realizar estudios in vitro e in vivo con el objetivo de establecer la

seguridad del mismo y otras posibles aplicaciones.

Palabras clave: <INFLAMACION>, ~<EXTRACTO>, <Ageratum  conyzoides>
<FLAVONOIDES>, <COMPUESTOS FENOLICOS> <CARRAGENINA> <EDEMA
SUPLANTAR>.
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ABSTACT

The aim of the research was to evaluate the anti-inflammatory effect of a gel made from the
hydroalcoholic extract of aerial parts of Ageratum conyzoides in experimental animals, using
carragenan-induced paw edema experimental model, for which the plant material was collected,
identified, selected, dried and crushed, for the determination of the quality parameters of the crude
drug. Subsequently, the ethereal, ethanolic, aqueous and hydroalcoholic extracts were obtained
by maceration to carry out the phytochemical screening, in order to identify secondary metabolites
present in the plant species. The hydroalcoholic extract was concentrated and lyophilized, after
that, by means of UV Visible spectrophotometry, flavonic and phenolic compounds present in it
were quantitatively analyzed. Gels were made with the hydroalcoholic extract at concentrations
of 5%, 10% and 20% with good organoleptic characteristics. In addition, the antiinflammatory
effect of the gels was evaluated in experimental animals in which inflammation was induced by
administering 0.1% carrageenan in the plantar area. The area of inflammation was measured in
millimeters. The values obtained were essential to find the percentage of inflammation at different
measurement times. Statistical analysis of variance and Tukey's test were then applied to
determine the significant difference among the applied treatments. It was obtained as a result that
the gel based on hydroalcoholic extract of Ageratum conyzoides at 20% showed greater anti-
inflammatory efficacy, statistically similar to diclofenac sodium 1%. It was concluded that the
gels made with the extract of Ageratum conyzoides have a high anti-inflammatory efficacy due to
the presence of flavonoids and phenols, so it is recommended to carry out in vitro and in vivo

studies in order to establish its safety and other possible applications.

Keywords: <INFLAMMATION>, <EXTRACT>, <Ageratum conyzoides>,
<FLAVONOIDS>, <PHENOLIC COMPOUNDS>, <CARRAGEENAN>, <PAW
EDEMA>.
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INTRODUCCION

La inflamacion es una respuesta de defensa de los organismos a diferentes agresiones endégenas
0 exoOgenas causadas por agentes quimicos, fisicos y/o biol6gicos. Este proceso complejo se
presenta como respuesta tanto a infecciones como a una diversidad de estimulos generadores de
lesién tisular (traumaticos, toxicos, isquémicos, autoinmunes, etc.) (Gonzélez-Costa y Gonzélez 2019,
p.32; Vega 2008, p.220).

La reaccion inflamatoria se caracteriza por presentar dolor, rubor, tumor y calor, acompafiada de
la incapacidad funcional del tejido afectado. El proceso inflamatorio se clasifica en agudo o
crénico. El proceso agudo, también conocido como reaccion de fase aguda, puede ser local o
sistémico (Alvarado 2015, p.3; Gonzélez-Costa y Gonzalez 2019 p.32).

Actualmente la ciencia se enfoca en la busqueda de nuevos principios activos con alto potencial
antiinflamatorio, lo cual ha generado un sinnimero de investigaciones con el objetivo de aislar
moléculas con alta eficacia y mayor seguridad en la farmacoterapia. Existen varios estudios
enfocados en A. conyzoides L., mismos que indican que esta planta prosee propiedades
antiinflamatorias.

En el articulo de investigacion de Rahman et al., (2012, pp.1469-1476) titulado “Analgesic and anti-
inflammatory effect of whole Ageratum conyzoides and Emilia sonchifolia alcoholic extracts in
animal models” indica que se evalud la actividad analgésica y el efecto antiiflamatorio de los
extractos etandlicos de A. conyzoides y E. sonchifolia.

El ensayo de efecto analgésico con los extractos mostré una respuesta inhibitoria significativa al
dolor en el ensayo de retorcimiento inducido por &cido acético y formalina en ratones, los
extractos también mostraron una accion antinflamatoria dependiente del tiempo en el edema
plantar inducido por carragenina en ratones.

Por otra parte Bahtiar (2017, p.270-277) en su investigacion titulada “Ethanolic extracts of
babandotan leaves (Ageratum conyzoides L.) prevents inflammation and proteoglycan
degradation by inhibiting TNF-o. and MMP-9 on osteoarthritis rats induced by monosodium
iodoacetate” evaluo el efecto de los extractos de A. conyzoides en TNF- a y MMP-9 que controlan
la inflamacién y degradacion del proteoglicano en la osteoartritis (OA).

Tras varios anélisis, el estudio mostrd que el extracto de hojas de A. conyzoides puede inhibir el
proceso de OA significativamente en ratas modelo de yodoacetato de sodio en comparacion con
el grupo de control negativo.

En el Ecuador existe gran variedad de plantas que presentan propiedades curativas, en la literatura
cientifica se encuentran reportes de usos tradicionales de A. conyzoides, misma que es conocida
y utilizada en la serrania ecuatoriana por su poder antiinflamatorio natural. En la actualidad la

busqueda de agentes naturales efectivos con baja toxicidad y mejor efectividad tiene un
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importante interés cientifico y farmacoldgico, por lo que las plantas y sus derivados son opciones
terapéuticas muy importantes.

Los antiinflamatorios mas usados hoy en dia son los medicamentos antiinflamatorios no esteroide
(AINE’s) y corticoides, mismos que presentan una alta eficacia, pero también ciertos efectos
adversos, sobre todo gastrointestinales. Desde un punto de vista epidemioldgico los problemas
de inflamacion se presentan a toda edad y en los dos géneros, tomando en cuenta la epidemiologia
de la inflamacion, asi como las reacciones adversas de los medicamentos antiinflamatorios
obtenidos por sintesis, se pretende dar una nueva alternativa para atender esta afeccion y poder
reemplazar a estos farmacos que son de prescripcion comun e incluso de venta libre por
medicamentos de origen natural (Rubio 2015, p.1).

Considerando el uso ancestral y la menor cantidad de efectos secundarios de plantas medicinales
se propone elaborar un gel con extractos de A. conyzoides y probar su efectividad in vivo. Esta
investigacion esta enfocada al beneficio de la poblacion en general, principalmente para aquellos
pacientes que utilizan los medicamentos AINE"s durante largos periodos de tiempo, recalcando
que estos productos presentan una mayor aceptacion por parte de la poblacion y tienen un menor

costo.



OBJETIVOS

Objetivo general

o Evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo de un gel a base del extracto hidroalcohodlico

de Ageratum conyzoides L. en ratones Mus musculus

Obijetivos especificos

o Determinar los metabolitos secundarios presentes en el extracto de A. conyzoides
mediante un tamizaje fitoquimico

o Elaborar geles a diferentes concentraciones a base de los extractos hidroalcohélicos de A.
conyzoides L.

o Evidenciar el efecto antiinflamatorio de los geles elaborados con extractos de A.

conyzoides L. en ratones Mus musculus con edema suplantar inducido.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae o también conocida como Compositae, constituye el grupo vegetal més
diverso de plantas vasculares sobre todo el planeta, considerada como una de las familias méas
comunes en la mayoria de habitats. Se estima aproximadamente entre 1,500 y 1,700 géneros y
entre 24,000 y 30,000 especies (Garcia et al.. 2014 pp. 98-99).

La familia Asteraceae incrementa su riqueza en lugares con mayor altitud como en el pAramo, sin
embargo, disminuye la misma en areas restringidas a formaciones vegetales especificas, como los
bofedales, aun asi, no deja de ser una de las familias mas diversas del planeta (Gonzéles 2015, p.100).
Su nombre tiene origen etimoldgico, proviene del término latino “aster” que significa “estrella”,
término publicado por Linneo en su obra magna denominada Species plantarum (Villasefior 2018,
p. 333; Alvarez 2018, p.7). Este grupo natural es facilmente reconocido por sus inflorescencias
dispuestas en cabezuela que semeja a una flor (pseudantio) que en realidad son muchas o pocas
flores. En el Ecuador existen alrededor de 160 géneros, en los bosques andinos y paramos se ha

registrado 44 géneros nativos (Garcia et al.. 2014; Alvarez 2018, pp. 7-8)

1.1.1. Genero Ageratum

El nombre genérico Ageratum es un término griego que significa “no viejo” (Aguirre et al.. 2019,
p.49). Son plantas pertenecientes a la familia Asteraceae, con flores pomposas a manera de
sombrillas pequefias y de colores que varian desde azul- lavanda, lila, rosa y blanco. Son plantas
herbaceas anuales o perennes nativas de América (Faqueti et al.. 2016, p.369). Ageratum consiste de
aproximadamente 30 especies, pero solo algunas de ellas han sido estudiadas desde un punto de

vista fitoquimico (Mesa et al.. 2015, p.2).

1.1.2. Ageratum conyzoides

La nomenclatura de Ageratum conyzoides proviene de dos palabras griegas, Ageratum que
significa “no viejo”, en alusion a las flores de esta especie que mantienen el color por un largo
tiempo y Conyza; konops= “pulga”, o konis= “polvo”, que hace referencia al polvo de la planta

seca usado como repelente de insectos (Aguirre et al.. 2019, p. 49; Alvarez 2018, p. 9).



Figura 1-1: Ageratum conyzoides
Fuente: (Aguirre et al.. 2019, p. 49).

1.1.2.1. Nombres comunes

Ageratum conyzoides, conocido normalmente como “manrubio blanco o morado, borraja de
campo, chuva, flor noble, mejorana, mestrasto, mozotillo, celestina, flor azul, hierva de chivo,

caangay, flor noble o retentina” ( Mesa et al. 2015, p. 2; Medina Caiminagua 2015, p. 28; Hurrell 2017, p. 247)

1.1.2.2. Ubicacion taxonémica

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Tribu: Eupatorieae

Género: Ageratum

Especie: Ageratum conyzoides L. 1753 (Ariza y Almanza 2012: p. 93).

1.1.2.3. Descripcién botanica

Planta herbacea anual, de 0,2-1.50 m de altura, de raiz pivotante, tallo erecto o decumbente,
ramificado y con pelos blancos y largos. Florece principalmente entre diciembre y abril. Las
flores tienen alrededor de quince capullos de color blanco o lilidceo de 1,5 - 2,5 mm de longitud,

al final de cada ramificacion tiene peddnculos cortos. Su fruto es un aquenio negro y brillante de
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aproximadamente 1,2 mm de longitud (Santos 2004, p. 22; Santos et al. 2016, p.2;Hurrell 2017, p. 247).
Las hojas son ovaladas, delgadas y membranosas con peciolo largo, &pice obtuso, base
acuminada, simples y opuestas con tres principales nervaduras, de color verde claro. poseen pelos

largos y blancos en ambas superficies, con margenes dentados (Santos 2004, p. 22; Aguirre et al.. 2019,
p. 49).

1.1.2.4. Habitat

Es originaria de Centroamérica y del Caribe. Se encuentra a nivel mundial, particularmente en el
suroeste de Asia, India, China, Indonesia, Corea y Japén, también es muy comun en paises de
Suramérica (Lopez et al. 2018, p. 3; Mesa et al. 2015, p. 2). Crece en zonas himedas tanto acidas como
basicas, comunmente en cultivos, rastrojos e incluso en caminos. Se la encuentra con mayor

frecuencia en alturas menores de 900 m.s.n.m. (Santos 2004, p. 22; Mesa et al. 2015, p. 2).

1.1.2.5. Composicion quimica

La planta A. conyzoides posee numerosos componentes con actividad terapéutica y bioldgica tales
como monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos, cromenos, benzofuranos, cumarinas, esteroles,
flavonoides, fenoles, alcaloides, glucosido cianogénico, y otros compuestos (Mesa et al. 2015, p. 2;
Valverde 2015, pp. 5-6). El aceite esencial de esta planta contiene cumarina, 3,7-dimetil-1,6-octadien-
3-ol; 3,3,6-trimetil-1,5-heptadien-4-ona;  4-trimetil-3-ciclohexen-1-metanol; 4,6,6-trimetil-
biciclo[3.1.1]hept-3-en-2-ona; 3-metil-(1-metiletenil)-2-ciclohexen-1-ona; 2,3,5,6-tetrametil-p-
benzoquinona; eugenol; 4,11,11-trimetil-8-metilen-bicyclo[7.2.0]Jundec-4-eno;
ciclooctanecarboxaldehido; 1,2,3,4,4a,7,8,8%-octahidro-1,6-dimetil-4-(1-metiletil)-1-naftalenol;
nerolidol 1; oxido de cariofileno y otros en menor cantidad (Alvarez 2018, p. 10; Valverde 2015, p. 27).
En el estudio titulado “Composicion quimica de los aceites esenciales de las hojas de ocho plantas
medicinales cultivadas en Ecuador” se evidencia que el aceite esencial de A. conyzoides contiene:
1-octen-3-ol (6,38%), linalol (6,90%), cetona de artemisilo (16,38%), a-terpineol (2,03%),
verbenona (12,76%), piperitona (8,08%), duroguinona (2,71%), eugenol (1,22%), (Z)-cariofileno
(1,02 %), ciclooctanocarboxaldehido (3,28 %), T cadinol (1,72 %), nerolidol 1 (2,67 %) y oxido

de cariofileno (11,92 %) (D"Armas et al. 2017, p. 10).

1.1.2.6. Usos farmacoldgicos

A. conyzoides es una planta con una larga historia en la medicina tradicional ha sido usada para

tratar diferentes afecciones tales como gases estomacales, antirreumatica, en ciertos casos
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diurética, emenagogo, antidiarreico, carminativo, purgante, vermifugo, antiespasmadico,
febrifugo, antimalarica, entre otros. A. conyzoides tiene efectos analgésico, antiinflamatorio y
antimicrobiano. Las hojas, flores y tallos son usados como antiasmaticas, estimulantes o
carminativas, su infusion es usada para tratar la fiebre y dolor de cabeza ((Aguirre et al.. 2019, p. 49;
Medina 2015, p. 29).

En Asia se ha utilizado para tratar la lepra y la oftalmia purulenta, su decoccién es usada en casos
de diarrea, disenteria, reumatismo y dolor asociado al ombligo en nifios. En ciertos paises de
Africa A. conyzoides ha sido utilizada para curar enfermedades de la piel, cicatrizar heridas,
dolores de cabeza, retraso mental, asma y problemas del Gtero, mientras que en Africa central se
ha utilizado para tratar problemas como neumonia, heridas y quemaduras.

En América del Sur es empleada principalmente para tratar reumatismao, fiebre, célicos y diarrea.
En Brasil es empleada en un té medicinal utilizado como analgésico, antiinflamatorio,
antidiarreico y como remedio para enfermedades ginecoldgicas. En Ecuador el conocimiento
etnobotanico relata que A. conyzoides es usado como antiflatulento y antiinflamatorio en el
tratamiento de heridas y afecciones de la piel (Rahman et al. 2012, p. 1470; Alvarez 2018, p. 10).

1.2. Inflamacion

La inflamacidn es una respuesta del organismo frente a una agresion o dafio celular por parte de
agentes exdgenos o enddgenos que tiene como finalidad eliminar y reparar el tejido dafiado.
(Caelles 2017; Rios y Rodriguez 2013, p. 11). Se ha considerado clasicamente integrada por los cuatro
signos de Celso: calor, dolor, rubor y tumor. El calor y rubor se ven reflejados por alteraciones
vasculares debido a una acumulacion sanguinea en el foco; mientras que el tumor es producido
por el edema y acumulacion de células inmunes y el dolor se produce por la actuacion de ciertos

mediadores de la inflamacién sobre las terminaciones nerviosas del foco (Bordés et al. 1990).

1.2.1. Causas
o Agentes bioldgicos: bacterias, virus, parasitos, hongos.
o Agentes fisicos: radiaciones, calor, quemaduras, frio y objetos relacionados con

traumatismo

o Agentes quimicos: venenos, toxinas, productos industriales, consabidos &cidos, alcalis y

medicamentos.

° Alteraciones inmunitarias: reacciones de hipersensibilidad (Vega 2008 p. 220; Rios y
Rodriguez 2013, p. 12).



1.2.2. Etapas de la inflamacion

El proceso inflamatorio como respuesta fisioldgica posee cinco etapas:

1.2.2.1. Liberacién de mediadores

Los mediadores de la inflamacién son moléculas producidas por diferentes células del sistema

inmune y por activacion de sistemas enzimaticos (Bordés et al. 1990).

1.2.2.2. Efecto de los mediadores

Una vez que estas moléculas son liberadas van a producir efectos quimiotacticos y alteraciones a

nivel vascular que favoreceran la llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.
1.2.2.3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio

Los mediadores inicialmente producen alteraciones vasculares que facilitan la llegada de
moléculas desde la sangre hasta el foco de infeccién. Luego de esto se liberan factores
guimiotacticos que ayudan a la llegada de células inmunes provenientes de la sangre y tejidos.
1.2.2.4. Regulacion del proceso inflamatorio

En esta cuarta etapa el fendmeno inflamatorio también integra una serie de mecanismos
inhibidores inclinados a finalizar o equilibrar el proceso con el fin de evitar una respuesta inmune
exagerada (Bordés et al. 1990; Alvarez 2018, pp. 11-15).

1.2.2.5. Reparacion

Varios fendbmenos van a intervenir en la reparacion ya sea parcial o total del tejido dafiado por el

agente agresor causal de la lesién que ha sido eliminado o destruido (Bordés Gonzélez et al. 1990).

1.2.3. Tipos de inflamacién

1.2.3.1. Por su duracién

o Inflamacion aguda: comienza en minutos u horas posteriores a que el organismo se
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1.2.3.2.

1.2.3.3.

1.2.3.4.

encuentra con un estimulo dafino. Se caracteriza por la presencia de vasodilatacion,
edema, acentuada permeabilidad e infiltracion de neutréfilos. La presencia de pus en la
dermis es un signo caracteristico de este tipo de inflamacion, dando paso a una
inflamacion crénica (Vega 2008, pp. 220-221; Zamora et al. 2017, p. 6).

Inflamacidn cronica: ocurre en dias, semanas e incluso meses cuando no se ha eliminado
la noxa. Se caracteriza por un dafio a las células con la simultinea destruccion y cura del
tejido dafado. Durante este proceso se activa la ciclooxigenasa (COX) encargada de

producir prostaglandinas (PG), responsables del edema, fiebre y dolor (zamora et al. 2017,
p. 6; Gonzalez-Costa y Gonzélez 2019, p. 32).

Por el caracter del exudado

Trasudado: caracterizado por presentar liquido extravascular con bajo contenido
proteico, este es producto de un ligero cambio en la permeabilidad vascular.

Exudado: presencia de liquido extravascular inflamatorio con alto contenido proteico
(Villalba 2014, p. 2262).

Por su etiologia

Infecciosas: el agente causal son virus, parasitos, bacterias o toxinas microbianas.
Traumaticas: se producen por golpes intensos con una respuesta inmediata o tardia como
ocurre con los esguinces.

Térmicas: son producto de una quemadura con calor o congelamiento.

Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad: producidas por alergenos comunes o por
procesos colagenopaticos.

Otras: irradiaciones, exposicion, necrosis tisular, presencia de cuerpos extrafios como

astillas (villalba 2014, p. 2263; Alvarez 2018, p. 16).

Por sus caracteristicas morfoldgicas

Serosa: acumulo de liquido tisular de bajo contenido proteico.

Fibrinosa: presencia de exudado con gran cantidad de fibrin6geno.

Purulenta: caracterizada por la produccion de exudados purulentos.

Abscesos: existe tejido inflamatorio purulento acompariado de necrosis licuefactiva.

Ulceras: producidas por esfacelamiento de tejido necrético inflamado (Villalba 2014,
p.2263).



1.3. Farmacos antiinflamatorios

1.3.1. Antiinflamatorios esteroides

Son corticoides naturales (hormonas de la corteza adrenal) o semisintéticos, estos Gltimos poseen
estructuras y actividad farmacologica similar a los naturales, aunque en general son méas potentes.
El efecto antiinflamatorio de estos farmacos estd vinculado intimamente a la accion

inmunosupresora por lo que su uso es limitado. (Divins 2014, p. 19; Rios y Rodriguez 2013, p. 18).

1.3.2. Antiinflamatorios no esteroides (AINEs)

Tienen propiedades antiinflamatorias, actGan también como analgésicos y antipiréticos. Son
inhibidores de las prostaglandinas especificamente de la COX-1y COX-2. El bloqueo de la COX-
1 parece ser responsable de los efectos secundarios gastrointestinales, plaguetarios y renales;
mientras que el bloqueo de la COX-2 sin inhibir la COX-1 se consigue un efecto antiinflamatorio

(Garrote y Bonet 2003, p. 56; Divins 2014, p. 19; Rios y Rodriguez 2013, p. 18).

1.3.2.1. Clasificacion de los AINE’s

Tabla 1-1:Clasificacion de los AINEs segun su selectividad por la enzima

ciclooxigenasa

NO SELECTIVOS (COX-1Y 2) SELECTIVOS (COX-2)
Acido acetilsalicilico Rofecoxib
Acetaminofén Valdecoxib
Indometacina Parecoxib
Ibuprofeno Celecoxib
Naproxeno Etericoxib
Sulindad Lumiracoxib
Diclofenaco
Piroxicam
B — pirxicam
Meloxicam
Cetoprofeno

Fuente: (Batlouni 2010, p.538).
Realizado por: Mainato Karla, 2021.

1.3.2.2. Mecanismo de accion

Los AINE’s en su absorcion y en su primer paso hepatico se unen a la albimina fuertemente.
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Actlan en la inhibicion de la ciclooxigenasa (COX) para asi evitar la produccion de
prostaglandinas (PG), que actian como mediadores de la inflamacién a nivel central y periférico.
Inhiben la prostaglandina-sintetasa lo cual afecta a la transformacion del acido araquiddnico en

PG, prostaciclinas y tromboxanos. Existen dos formas de la enzima COX: COX-1 y COX-2
(Gémez et al. 2010, p. 641).
Ambas enzimas tienen el mismo peso molecular y sus estructuras quimicas son casi semejantes

ya que varia un solo aminoacido de forma que los lugares para la union al acido araquiddnico
(sustrato) o a los AINEs (inhibidor) son similares, sin embargo, el papel fisiologico es muy
distinto (Muriel et al. 2006, pp. 6-7).

En el caso de la COX-1 es la encargada de la formacion de PG y tromboxanos en las funciones
fisioldgicas, también de regular procesos de proteccidén gastrica, funcidn renal, agregacion
plaquetaria y homeostasias vascular. Es por esto que su inhibicién puede provocar efectos
secundarios a estos niveles (Gémez et al. 2010, p. 469; Alvarez 2018, p.18).

La COX-2 es una enzima que solamente se la detecta en procesos inflamatorios. Esta enzima
actta en la inflamacion inducida por citoquinas y mediadores. Su expresién se inhibe por todos
los AINE s y por ciertos corticoides (Gémez et al. 2010, p. 469).

1.4.  Compuestos antiinflamatorios de origen natural

Las plantas medicinales con actividad antiinflamatoria son consideradas como terapia alternativa,
ya que han mostrado tener cierta eficacia y presentar menos efectos secundarios. Las plantas
contienen flavonoides, compuestos polifendlicos con efectos antiinflamatorios, antimicrobianos,
antivirales, antioxidantes, etc. que inhiben enzimas como la ciclooxigenasa, lipoxigenasa,
radicales libres y reducen el estrés oxidativo.

Esta diversidad de compuestos fitoquimicos y sus funciones bioldgicas permiten obtener una
actividad farmacoterapéutica potenciada (sinergismo) o reducida, favoreciendo los fenoles y los

flavonoides a una actividad antiinflamatoria significativa (Enciso y Arroyo 2011, p. 232; Alvarez 2018, p.
19).

1.4.1. Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son compuestos quimicos que se encuentran distribuidos en frutas y

vegetales. Poseen estructuras moleculares que contienen al menos un grupo fenol, un anillo

aromatico unido al menos a un grupo funcional hidroxilo. El anillo aromatico juega un papel

importante en las propiedades antioxidantes. Desde el punto de vista quimico es un grupo muy

amplio y diverso que comprende moléculas como &cidos fendlicos, taninos condensados,

alcoholes fendlicos, estilbenos, lignanos, flavonoides entre otros (Jorda 2015, p. 46; Pefiarrieta et al.
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2014, p.68).
En las plantas, los compuestos fendlicos son biosintetizados principalmente por dos rutas: la ruta

del &cido shikimico responsable de la biosintesis de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina y
tirosina), acido cindmico y sus derivados como fenoles simples, &cidos fendlicos, cumarinas y

derivados del fenilpropano y la ruta de los poliacetatos que producen guinonas y xantonas (Alvarez
2018, p. 20).

1.4.2. Flavonoides

El término flavonoides denota a un grupo de compuestos polifendlicos bastante amplio, se
caracterizan por una estructura benzo- y-pirano, se encuentran distribuidos en el reino vegetal.
Son conocidos como pigmentos naturales y también por proteger al organismo del dafio producido

por agentes oxidantes, como rayos ultravioletas y sustancias quimicas de ciertos alimentos, etc.
(Martinez et al. 2002, p. 271; Trueba 2003, p. 48-49).
Quimicamente, son estructuras de naturaleza fendlica caracterizados por poseer dos anillos

aromaticos de benceno unidos por un puente de tres atomos de carbono los cuales pueden o no
formar un tercer anillo (Cartaya y Reynaldo 2001, p. 5).

Los compuestos de mayor trascendencia dentro de este grupo son los flavonoles, antocianinas,
flavonas e isoflavonas. Estos compuestos inhiben gran variedad de enzimas como la COX, poseen

capacidad antioxidante y antiinflamatoria principalmente, motivo por el cual han sido estudiados
(Enciso y Arroyo 2011, p.232).

1.5. Geles

Los geles son formas farmacéuticas semisélidas formadas por un solvente espesado mediante la
adiccion de sustancias de naturaleza coloidal como polimeros gelificantes. La USP define a los
geles como sistemas dispersos que pueden ser suspensiones compuestas por pequefias particulas
inorganicas o moléculas organicas grandes interpenetradas en un liquido (De Diego y Del Arco 2005,
p-2).

1.5.1. Ventajasy desventajas

1.5.1.1. Ventajas

o Son bien tolerados en el lugar de aplicacion ya que la mayoria estan constituidos por agua,
gue es inocua e inerte.

. Féacil de eliminar, son lavables.
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. Dan una sensacion de frescor.

1.5.1.2. Desventajas

o Tienen tendencia a la desecacion
o Presentan incompatibilidades con muchos principios activos.
. Bajo poder de penetracion (Méndez 2008, p. 14; De Diego y Del Arco 2005, p. 2).

1.5.2. Tipos de geles

Existen dos clases de geles:

1.5.2.1. Geles Hidro6fobos

Conocidos como oleogeles, por lo general la base de estos geles consiste en parafina liquida con
polietileno o aceites grasos gelificados con silica coloidal o jabones de aluminio o zinc, son

vehiculos oleosos oclusivos, aptos para el tratamiento de dermatosis cronica (Riosy Rodriguez 2013,
p. 19; Méndez 2008, p. 15).

1.5.2.2. Geles hidroéfilos

También se los conoce como hidrogeles, son materiales poliméricos entrecruzados en forma de
red tridimensional de origen natural o sintético que al entrar en contacto con el agua,
propilenglicol o glicerol se hinchan formando una especie de material blando y eléstico. Estos
pueden ser gelificados con agentes gelificantes como tragacanto, almidon, carbémero, derivados

de la celulosa, silicatos de magnesio y aluminio (Cajas 2013, p. 10; Rios y Rodriguez 2013, p. 19).

1.6.  Experimentacion animal

La experimentacion animal es una actividad que tiene como propdsito realizar intervenciones en

animales para evidenciar o aclarar fenémenos biolégicos aportando al conocimiento cientifico
(Boada et al. 2007, p. 3-4).

1.6.1. Animales de experimentacion

Un animal de experimentacion es definido como una especie cuya calidad genética y ambiental

ha sido controlada y asegurada y, por tanto, es capaz de dar una respuesta fiable y reproducible a
13



la pregunta experimental. Ejemplo de estas especies son: el ratdn, el hamster, el conejo, el perro,
el mono, entre otros (Cardozo et al. 2007, p. 21).

El animal de laboratorio tiene que ser respetado como un ser vivo. Su marco ético plantea que es
obligacion del personal que los cuida, mantiene y utiliza (investigador) asegurar su estado de
salud fisica y mental en sincronia con el ambiente, libre de hambre, sed y malnutricion; miedo,

ansiedad y angustia; libre de incomodidad fisica, frio y calor (Romero et al. 2016, pp. 289-290).

1.6.2. Mus musculus

Mus musculus L. es un mamifero doméstico de sangre caliente, una especie de roedor pequefio,
gue se desenvuelve con mayor facilidad. No sobrepasa los 21 cm de largo total, la longitud de la
cola es similar a la de la cabeza y cuerpo y aparentemente desnhuda, pero con finas vellosidades.
El hocico es ligeramente alargado y puntiagudo, los pies posteriores son en general angostos y
los dedos externos tienden a ser méas cortos. Las hembras tienen 10 o 12 mamas, poseen dos
incisivos superiores y dos inferiores, pero carecen de caninos y premolares anteriores. El color

puede variar desde blanco hasta café o negro y tienen una vida Gtil de 10 a 12 meses (Romero y
Medellin 2005, pp. 1-2).

1.6.2.1. Informacion taxonémica

Reino: Animalia
Phylum: Chordata

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

Especie: Mus musculus L.

Nombre comun: Ratén doméstico (Romero y Medellin 2005, p. 1).

1.6.2.2. Ventajas del uso de Mus musculus como animales de laboratorio

o Fécil cuidado y mantenimiento debido a su tamafio pequefio.

o Bajo costo de manutencién

o Diversidad de caracteristicas especificas que sirven como modelo.

o Por su corta vida, es excelente para su uso en ensayos de farmacologia, toxicologia,

microbiologia, entre otros (Fuentes Paredes et al. 2008, pp. 7-8).
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1.6.3. Manejo y cuidado de ratones

El mantenimiento de los animales en buen estado de salud, depende en su mayoria del personal
que los cuide y su forma de trabajo para mantener barreras sanitarias con continuidad en el tiempo.
En la cuarentena el ratdn tiene que mantenerse por un tiempo en adaptacion desde que fue
adquirido hasta su uso. Este periodo no es menor a 15 dias. La finalidad de esto es tener ratones
menos estresados y mas sanos para obtener un mejor resultado experimental.

Los animales deben recibir alimento en cantidad y calidad suficiente para satisfacer sus
necesidades. El acceso al alimento debe ser libre y dosificado de acuerdo a los requerimientos
necesarios, el alimento se suministra a diario y este se incrementara en caso de ser necesario.

El agua debe ser renovada en forma total, diariamente o al menos cada dos dias. Los frascos de
las bebidas deben ser lavados y desinfectados por 1o menos una vez a la semana (Fuentes et al. 2008,
pp. 33-34).

Para comenzar con la técnica de manipulacion de ratones se debe realizar un acercamiento suave
a los animales, la forma mas utilizada para manipulacion de ratones adultos y crias es levantar al
animal tomandolo desde la base de la cola, lo méas distalmente posible del punto medio con los
dedos pulgar e indice, sin ejercer demasiada presion; hay que colocarlo de inmediato en la
superficie deseada, o bien darle apoyo en la palma de la mano hasta trasladarlo al lugar definitivo.
Una vez sujeto el animal por la parte proximal de la cola, se debe colocar sobre una superficie
rugosa donde se pueda sujetar con sus patas delanteras, con la otra mano se toma la piel del dorso
inmediatamente detras de las orejas con los dedos indice y pulgar, sin ejercer demasiada presion,

pero firme. Tomar suficiente piel para inmovilizar al animal (Mourelle et al. 2013, pp. 43-44).

1.7.  Meétodos para estudiar el material vegetal

1.7.1. Determinacién de los parametros de control de calidad de la droga cruda

1.7.1.1. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad en la droga cruda es un pardmetro muy importante como indicador de
estabilidad. La presencia de un elevado contenido de agua facilita el crecimiento rapido de

hongos y microorganismos que causan el deterioro de la materia vegetal, asi como el riesgo de

hidrolisis de los metabolitos secundarios presentes en la droga (Monsalve et al. 2011, p. 33).
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1.7.1.2. Determinacion de cenizas totales

El método de cenizas totales esta disefiado para medir la cantidad total de materia inorganica que
queda después de la ignicion. Esto incluye tanto las “cenizas fisiologicas”, que proceden del tejido
mismo de la materia vegetal, como a las “cenizas no fisiologicas”, que son el residuo de la materia

extrafia (tierra y arena) adherida a la superficie de la planta (Villacrés 2017, p.16).

1.7.1.3. Determinacidn de cenizas solubles en agua

Este ensayo tiene como finalidad determinar de manera cuantitativa la cantidad de materia

inorganica existentes en las cenizas totales.

1.7.1.4. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

La finalidad de este ensayo es determinar el contenido de sustancias minerales insolubles en &cido

clorhidrico que contiene la materia vegetal (Alvarez 2018, pp. 30-31).

1.7.2. Preparacion de los extractos de A. conyzoides

1.7.2.1. Método de extraccion por maceracién

Consiste en poner en contacto la materia vegetal seca y triturada con el disolvente usado
(generalmente agua glicerina 0 mezclas hidroalcohdlicas) para la extraccién a temperatura
ambiente y en un lugar fresco y oscuro, manteniéndolo en agitacion durante un tiempo
determinado que depende de las caracteristicas de la droga y de la naturaleza de los principios
activos. Luego se decanta el conjunto separando el extracto liquido que contiene los principios

activos y por otra parte el residuo de la droga denominado marco (Rios y Rodriguez 2013, p. 25).
1.7.3. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o conocido como “screening”, permite identificar distintos metabolitos
primarios y secundarios presentes en la droga vegetal de manera cualitativa mediante reacciones

répidas, sensibles y sencillas (Alvarez 2018, p. 32).

o Ensayo de Sudan: determina la presencia de compuestos grasos.
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Ensayo de Dragendorff: determina la presencia de alcaloides.

Ensayo de Mayer: determina la presencia de alcaloides.

Ensayo de Wagner: determina la presencia de alcaloides.

Ensayo de Baljet: determina la presencia de compuestos con agrupamiento lactonico,
especialmente cumarinas.

Ensayo de Liebermann-Burchard: determina la presencia de triterpenos y/o esteroides.
Ensayo de catequinas: determina la presencia de catequinas.

Ensayo de resinas: determina la presencia de resinas.

Ensayo de Fehling: determina la presencia de azlcares reductores.

Ensayo de la espuma: determina la presencia de saponinas, tanto de tipo esteroidal como
triterpénica.

Ensayo del cloruro férrico: determina la presencia de compuestos taninos y fenélicos.
Ensayo de Borntrager: determina la presencia de quinonas.

Ensayo de la Ninhidrina: identifica la presencia de aminodacidos libres/aminas.

Ensayo de Antocianidina: permite reconocer la presencia de estructuras de secuencia C6-
C3-C6 del grupo de los flavonoides.

Ensayo de Shinoda: determina la presencia de flavonoides en el extracto vegetal.
Ensayo de Mucilagos: permite reconocer en los extractos acuosos de vegetales la
presencia de una estructura de tipo polisacarido, el cual forma un coloide hidréfilo de alto
indice de masa que aumenta la densidad del agua con la que se extrae.

Ensayos de principios amargos y astringentes. (Garcia et al. 2020, pp. 1209-1211; Alvarez 2018,
pp. 35-40).

1.7.4. Control de calidad del extracto hidroalcohodlico

1.7.4.1. Determinacidn de las caracteristicas organolépticas

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

1.7.4.2. Determinacion de la densidad relativa

La densidad relativa se basa en la diferencia del peso de los picnémetros vacios, con agua y con

la sustancia a ensayar a 25°C (Pérez et al. 2016, p. 445).
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1.7.4.3. Determinacion de soélidos totales

Los sélidos totales son los residuos (incluidas sales inorgéanicas) de la muestra que quedan en un
recipiente luego de ser sometida a un proceso de evaporacion y secado en una estufa a temperatura

definida (Capasso et al. 2007, p. 42).

1.7.,5. Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides

1.7.5.1. Cuantificacidn de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

El método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los compuestos
fendlicos para reaccionar con agentes oxidantes, el reactivo de Folin-Ciocalteu contiene
molibdato y tungstato sédico que reaccionan con cualquier tipo de fenol, pasando de un color

amarillo a un complejo de color azul intenso (Marina et al. 2008 p. 3).

1.7.5.2. Cuantificacion de flavonoides totales mediante un método colorimétrico

Los flavonoides totales se miden a través de un ensayo colorimétrico de tricloruro de aluminio
(Alvarez 2018, p. 52).

1.7.6. Evaluacidn de la actividad antiinflamatoria in vivo

Para evaluar la actividad antinflamatoria de los geles en ratones se usa la prueba de edema plantar
inducido por carragenina propuesto por Winter. Este método consiste en la administracion
subcutanea o suplantar de una solucion de carragenina a un nivel de la aponeurosis plantar del
raton, provocando una reaccion de caracter inflamatorio mediada por la liberacién de diversos

autacoides (Rios y Rodriguez 2013, p. 50).
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CAPITULO II
2. MARCO METODOLOGICO
2.1. Lugar de la investigacion
Esta investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Productos Naturales, Tecnologia
Farmacéutica y el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo.
2.2.  Tipoy disefio de investigacion
Este estudio es de tipo cuantitativo, correlacional y prospectivo; y el disefio de investigacion es
experimental, puesto que se baso en la determinacion de la actividad antiinflamatoria de geles
elaborados a diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de A. conyzoides L.,
aplicados en ratones con edema suplantar inducido por carragenina.
2.3. Poblacién, muestra y/ muestreo
La poblacion de estudio fueron las hojas de A. conyzoides L. La recoleccién del material vegetal
se realizé en la provincia de Chimborazo, mediante un muestreo aleatorio simple para obtener
aproximadamente 1000 g de la especie vegetal A. conyzoides L.
2.4.  Variables
2.4.1. Variable Independiente
Concentracion del extracto hidroalcohdlico de Ageratum conyzoides L: 5%, 10% y 20%

2.4.2. Variable dependiente

Eficacia antiinflamatoria: efecto del gel sobre la inflamacidn inducida por la carragenina en la

pata posterior del raton.
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2.5.  Hipotesis

HO: “Ninguno de los tratamientos a diferentes concentraciones del gel elaborado a base del
extracto hidroalcoh6lico de Ageratum conyzoides L. presenta efecto antiinflamatorio en los

animales del experimento”

HO: T1=T2=T3=T4=T5=T6

HA: “Al menos uno de los tratamientos a diferentes concentraciones del gel elaborado a base del
extracto hidroalcohdlico de Ageratum conyzoides L. presenta efecto antiinflamatorio en los

animales del experimento”

HA: T1 #T2=T3=T4=T5=T6

2.6.  Materiales, equipos y reactivos

2.6.1. Material vegetal

Se utilizd las partes aéreas (hojas y flores) de la planta A. conyzoides. La recoleccién del material
vegetal se realizd en la provincia de Chimborazo, mediante un muestreo aleatorio simple para
obtener aproximadamente 1000 g de la especie vegetal. Para la recoleccion del material vegetal
se tomé en cuenta los mejores especimenes vegetales con flores de color blanco o purpura, hojas
en excelente estado con bordes dentados, y apice, no se recolectaron los que se observaron en mal
estado o con dafios causados por insectos, animales o factores fisicos (sol, lluvia, viento), plantas

en proceso de descomposicion o con contaminacion microbioldgica.

2.6.2. Material bioldgico

Se utiliz6 36 ratones como animales de experimentacion; con un peso entre 25-30 g, de
aproximadamente dos meses de vida, especie Mus musculus, variedad albina (machos), con
alimentacion estandar.

2.6.3. Material farmacoldgico

Se utilizé diclofenaco 1,16% en gel como control positivo en el ensayo para determinar la

actividad antiinflamatoria de los geles elaborados con extracto de A. conyzoides.
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2.6.4. Materiales de laboratorio

Tabla 1-2: Descripcion de los materiales de laboratorio usados

TECNICAS MATERIALES

Crisoles de porcelana

Reverbero
CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA | Espatula
VEGETAL Pinzas para crisol

Desecador

Papel filtro

Frascos &mbar 250 mL

Tubos de ensayo

Pipetas Pasteur 1 mL

Pipetas graduadas 5y 10 mL

TAMIZAJE FITOQUIMICO Embudo simple

Gradillas de tubos

Reverbero

Vasos de precipitacion 150 y 250 mL

Papel filtro

Frasco ambar 1 L

Picnémetro

Pipetas graduadas de 5y 10 mL

CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO | Pipetas Pasteur

HIDROALCOHOLICO Capsulas de porcelana

Pinzas para capsulas

Reverbero

Probetas de 25 mL

Vaso de precipitacion de 50 mL

Vasos de precipitacion de 250 y 500 mL

Pipetas graduadas de 5y 10 mL

Varillas de agitacion

Probetas de 50 mL

Jeringas de 10 mL
FORMULACION DE GELES

Pie de rey

EVALUACION ANTIINFLAMTORIA IN VIVO | Jeringas

Realizado por: Mainato Karla, 2021.
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2.6.5. Equipos

Tabla 2-2: Equipos utilizados en la investigacion

ANALISIS EQUIPOS

Molino Arthur H. Thomas C.O

Estufa
CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL

; Mufla
VEGETAL Y TAMIZAJE FITOQUIMICO

Balanza analitica

Céamara de luz UV

Céamara de flujo laminar

OBTENCION Y CONTROL DE CALIDAD DEL | Refractémetro

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DH-metro

Rotavapor

ELABORACION DEL GEL Y EVALUACION | Balanza

ANTIINFLAMATORIA IN VIVO Pie de rey

Realizado por: Mainato Karla, 2021.

2.6.6. Reactivos

Tabla 3-2:  Reactivos utilizados en la investigacion

ANALISIS REACTIVOS
CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA | Agua destilada
CRUDA Acido clorhidrico 10%
Eter etilico

Alcohol al 96%

Agua destilada

Reactivo Sudan 11

Acido clorhidrico 1%

Acido clorhidrico concentrado

Reactivo de Dragendorff

Cloruro de sodio

Reactivo de Mayer

TAMIZAJE FITOQUIMICO Reactivo de Wagner

Reactivo de Baljet

Cloroformo

Anhidro acético

Acido sulfurico concentrado

Solucidn de carbonato de sodio

Reactivo de Fehling
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Acetato de sodio

Tricloruro férrico al 5% en solucidn salina fisiol6gica

Hidréxido de sodio 5%

Solucién de ninhidrina al 2%

Alcohol amilico

Magnesio metalico

Agua destilada

Carbopol
FORMULACION DEL GELES Glicerina

Trietanolamina
EVALUACION ANTIINFLAMATORIA IN VIVO | Carragenina
Realizado por: Mainato Karla, 2021.

2.7.  Técnicas y métodos

2.7.1. Recoleccion del material vegetal

La especie vegetal Ageratum conyzoides L. se recolectd en la parroquia Achupallas, en el cantén
Alausi, localizada especificamente en las coordenadas geograficas: Latitud (Y): -2.2827529907;
Longitud (X): -78.7678909302 y Altitud: 3600 m.s.n.m.

2.7.2. Preparacion del material vegetal

Se lava y se seca las hojas y flores en una estufa a 45°C de temperatura durante 24 horas, luego
se tritura en un molino marca Arthur H, Tomas. C.O hasta obtener pequefias particulas. La planta

triturada se almacena en fundas ziploc® cerradas herméticamente.

2.7.3. Determinacién de los parametros de control de calidad de la droga cruda

Luego de recolectar y preparar la planta se realiza el control de calidad de la droga cruda, los
ensayos se realizan por triplicado basados en pruebas fisico-quimicas para evaluar la calidad de
la droga vegetal. A continuacion, se describen todos los procedimientos que se realizaron segln

manuales de Farmacognosia y Productos Naturales (Alvarez 2018, p. 29).

2.7.3.1. Determinacion del contenido de humedad

En una balanza analitica se pesa 2 g de la droga cruda, seca y molida con una desviacién

permisible de 0,5 mg en un crisol de porcelana previamente tarado y pesado. Se coloca el crisol
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en la estufa a 105°C durante 3 horas y seguidamente en un desecador durante 15 minutos con el
fin de dejar enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente y pesar. Posteriormente se lleva el
crisol a la estufa durante una hora, luego se coloca en el desecador para enfriarlo hasta temperatura
ambiente y pesar. Se repite el proceso hasta llegar a un peso constante.

Para calcular el porcentaje de humedad presente en la droga cruda se aplica la siguiente ecuacién:

_ M1 — M2 + 100
M1 -M

En donde:

H: pérdida de peso por desecacion.

M: masa del crisol vacio

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

M2: masa del crisol con la muestra de ensayo desecada (g)

100: factor matematico (Alvarez 2018, p. 29-30).
2.7.3.2. Determinacion de cenizas totales

Se pesa 2 g £ 0,5 mg de droga cruda y molida en un crisol previamente tarado. Seguidamente se
carboniza la muestra en un reverbero y posteriormente se incinera en una mufla a una temperatura
de 750 °C durante 3 horas. Enfriar el crisol en el desecador hasta alcanzar temperatura ambiente
y pesar, se repete el proceso hasta alcanzar un peso constante (Fukalova 2017, p. 9).

Para calcular la cantidad de cenizas presentes se aplica la siguiente ecuacion:

c=2=M 100
M1-M

En donde:

C: porcentaje de cenizas totales.

M: masa del crisol vacio (g)

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

M2: masa del crisol con la muestra de ensayo desecada (g)

100: factor matematico (Alvarez 2018, pp. 31-32; Fukalova 2017, p.10).
2.7.3.3. Determinacién de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales obtenidas en el procedimiento anterior, se le aflade 15 mL de agua al crisol,

se tapa con un vidrio reloj y se deja hervir durante 5 minutos. Posteriormente se filtra la solucion

por papel filtro libre de cenizas. El papel filtro con el residuo se coloca en el crisol utilizado
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inicialmente y se carboniza en un reverbero, luego se coloca el crisol en la mufla a 750°C durante
2 horas. Se deja enfriar el crisol en el desecador hasta alcanzar temperatura ambiente y pesar, se
repite el proceso hasta alcanzar un peso constante.

Para calcular la cantidad de cenizas solubles en agua presentes en la droga se aplica la siguiente

ecuacion:

M2 — Ma

“miowm

Ca

En donde:

Ca: porcentaje de cenizas solubles en agua.

M: masa del crisol vacio (g)

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

M2: masa del crisol con cenizas totales(g)

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

100: factor matematico (Alvarez 2018, pp. 31-32; Fukalova 2017, p.10).

2.7.3.4. Determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico

A las cenizas totales obtenidas se afiade 3 mL de acido clorhidrico al 10%. Se tapa el crisol con
un vidrio reloj y se calienta sobre un bafio de agua hirviente durante 10 minutos. Seguidamente
se lava el vidrio reloj con 5 mL de agua caliente afiadiendo este volumen al crisol. Se filtra la
solucion a través de un papel filtro libre de cenizas; posteriormente se lava el residuo con agua
caliente hasta que la solucion filtrada acidulada con &cido nitrico indique la presencia de cloruros.
Se seca el residuo en una estufa a 105°C y se traslada al crisol de porcelana usado inicialmente.
Se coloca el crisol con la muestra en la mufla a 750°C durante 2 horas y luego en un desecador
para enfriarlo hasta alcanzar temperatura ambiente y se pesa, repetir el proceso hasta alcanzar un
peso constante.

Para realizar el célculo y determinar el porcentaje de cenizas insoluble en &cido se emplea la

siguiente ecuacion:

MM 00
M1-—M

En donde:

B: porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico.

M: masa del crisol vacio (g)

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

M2: masa del crisol con las cenizas insolubles en acido (g)
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100: factor matematico (Alvarez 2018, pp. 31-32; Fukalova 2017, p.10).

2.7.4. Obtencion de extractos

Las partes aéreas de la planta (flores y hojas) secas y molidas, se somete a extracciones

consecutivas con solventes de polaridad creciente.

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracion|

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 1-2:  Protocolo para elaborar los extractos para el tamizaje fitoquimico
Fuente: (Miranday Cuéllar 2001, p. 39).

2.7.5. Tamizaje fitoquimico

Una vez obtenidos los tres extractos se realiza cada una de las pruebas de identificacion de

metabolitos secundarios segun se indica en las figuras 2, 3y 4.
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EXTRACTO ETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

5mL
ENSAYO DE BALJET
E(E(?S‘P,E% P ER%’ADS‘?N (LACTONAS Y COUMARINAS)

- . S'mL
Ena - (dividir on S poICIones) . ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES) |

Figura 2-2: Protocolo para la realizacidn del tamizaje fitoquimico de extracto etéreo.
Fuente:(Miranda y Cuéllar 2001, p. 40).

EXTRACTO ALCOHOLICO
I
DIVIDIR EN FRACCIONES
imL 2mL 2mL ‘ 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE oL ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE )
CATEQUINAS FEHLING ENSAYO DE e ENSAYO DE KEDDE 6 ML en 3 porciones
(AZ REDUCTORES)| | E Rl AN-BUCHARD [FENOLESY TANNOS) | Do mpa | (CARDENOLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF
(TRITERPENOS-ESTEROIDES) ) (QUINONAS) MAYER Y WAGNER
2mL (ALCALOIDES)
ENSAYO DF ENSZA% DE 2mL
RESINA!
SINAS ENSAY é ’I‘J‘EL BALIET NINHIDRINA ENSAYO DE
(AMINOACIDOS;
LACTONAS ¢ ) ANTOCIANIDINA
2mL
ENSAYQ ESPUMA 2mL
(SAPONINAS) ENSAYO DE
SHINODA
(FLAVONOIDES)

Figura 3-2:  Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto

alcohdlico.
Fuente: (Miranda y Cuéllar 2001, p.40).

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones

ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) EATJSC)?IIAOGgES
2mL
ENSAYO DE SHINODA .

(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS

ENSAYO DE

2mL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

2mL
ENSAYO DE CLORURO 2mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

Figura 4-2:  Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto

acuoso.
Fuente: (Miranda y Cuéllar 2001, p.41).
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2.7.5.1. Ensayo de Sudan

Mediante este ensayo se determina la presencia de compuestos grasos, para ello se coloca 5 mL
del extracto en un tubo de ensayo y se adiciona 1 mL del reactivo de Sudan Il é Sudan IV. Se
calienta en bafio de agua hasta evaporacidn del solvente. Se considera positivo si se observa gotas

0 una delgada capa de color rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo respectivamente
(Alvarez 2018, p. 34).

2.7.5.2. Ensayo de Dragendorff

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello se toma una alicuota del
extracto, si esta disuelta en un solvente organico, este debe evaporarse en un bafio de agua y el
residuo re disolverse en 1 mL de acido clorhidrico al 1% en agua, mientras que, si el extracto es
acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de &cido clorhidrico concentrado (calentar suavemente y
dejar enfriar hasta acidez). Con la solucion acuosa acida se realiza el ensayo, se afiade 3 gotas del
reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado
(+++) (Garcia et al. 2020, p. 1210).

2.7.5.3. Ensayo de Mayer

Mediante este ensayo se determina la presencia de alcaloides en el extracto. Se procede de la
forma descrita anteriormente hasta obtener la solucién acida. Luego, se afiade una pizca de cloruro
de sodio en polvo, se agita y se filtra. Posteriormente se afiade 3 gotas de la solucion reactiva de
Mayer. El ensayo se considera positivo si se observa opalescencia (+), Turbidez definida (++),
precipitado coposo (+++).

Observacién: en el caso de alcaloides cuaternarios y/o amino-éxidos libres, solo se observaran en
el extracto acuoso y para considerar su presencia la reaccion debe ser (++) 6 (+++), en todos los
casos, ya gue un resultado (+), puede provenir de una extraccién incompleta de bases primarias,

secundarias o terciarias (Alvarez 2018, p. 35).

2.7.5.4. Ensayo de Wagner

Este ensayo permite identificar la presencia de alcaloides, Se procede de la forma descrita
anteriormente hasta obtener la solucién acida. Luego se coloca 3 gotas del reactivo de Wagner.
El ensayo se considera positivo si se observa opalescencia (+), turbidez definida (++) y

precipitado (+++) (Rodriguez et al. 2020, p. 17).
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2.7.5.5. Ensayo de Baljet

Este ensayo identifica compuestos con agrupamiento lacténico, especialmente cumarinas. Para lo
cual se toma una alicuota del extracto, en caso de no estar disuelto en alcohol se evapora el
solvente en un bafio de agua caliente y el residuo se re disuelve en 1 mL de alcohol etilico.
Posterior a esto se afiade 1 mL del reactivo de Baljet. Este ensayo se considera positivo cuando

aparece una coloracion rojiza (++) o un precipitado rojo (+++) (Capasso et al. 2007, pp. 21-22).

2.7.5.6. Ensayo de Liebermann-Burchard

Mediante este ensayo se logra determinar triterpenos y/o esteroides. Para ello se toma una alicuota
del extracto y se evapora hasta sequedad en un bafio de agua hirviente. El residuo se re disuelve
en 1 mL de cloroformo, se adiciona 1 mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del
tubo de ensayo se deja caer cuidadosamente 3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar. El
ensayo se considera positivo si el cambio de coloracion es rapido; de rosado a azul muy rapido

(+++), a verde intenso visible rapido (++), a verde oscuro-negro al final de la reaccién (+) (Garcia
et al. 2020, p. 1211).

2.7.5.7. Ensayo de catequinas

Para este ensayo con ayuda de un capilar se coloca una gota del extracto etanélico sobre papel
filtro y se adiciona una gota de solucién de carbonato de sodio sobre la mancha del extracto en el
papel filtro. Se considera que el ensayo es positivo cuando al observarse el papel filtro en una

camara UV se distingue una mancha de color verde carmelita.

2.7.5.8. Ensayo de resinas

A una alicuota del extracto etandlico se le adiciona 10 mL de agua destilada. El ensayo se

considera positivo si se observa la aparicion de precipitado (Alvarez 2018, p. 37).

2.7.5.9. Ensayo de Fehling

Este ensayo permite identificar la presencia de azucares reductores en el extracto. Para esto en
caso de no ser agua se evapora el solvente hasta sequedad y se re disuelve en agua. A una alicuota
del extracto se adiciona 2 mL del reactivo de Fehling y se calienta en un bafio de agua de 5a 10

minutos. El ensayo se considera positivo si la solucién toma una coloracion roja o aparece un
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precipitado rojo.

2.7.5.10. Ensayo de la espuma

Permite reconocer en el extracto acuoso la presencia de saponinas, tanto de tipo esteroidal como
triterpénica. Para realizar este ensayo se toma 2 mL del extracto acuoso y se diluye con cinco
veces su volumen en agua y se agita durante 10 minutos. Se considera positivo si aparece espuma

de 2 mm de espesor y persiste como minimo dos minutos (Garcia et al. 2020, p. 1211).

2.7.5.11. Ensayo del cloruro férrico

Este ensayo permite identificar compuestos taninos y fenolicos tanto en el extracto acuoso y
alcohdlico. En el extracto acuoso se determina principalmente taninos, mientras que en el extracto
alcohdlico fenoles y taninos. Una alicuota del extracto se neutraliza con 3 gotas acetato de sodio
(solo en el extracto acuoso). A continuacion, se afiade 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico
al 5% en solucidn salina fisiologica. El ensayo se es positivo si existe un cambio de coloracién e
indica los siguientes componentes:

»  Coloracidn rojo-vino: compuestos fenolicos en general.

»  Coloracién verde intensa: taninos del tipo pirocatecélicos.

>  Coloracién azul: taninos del tipo pirogalotanicos (Rodriguez et al. 2020, p. 42; Alvarez 2018, pp. 37-
38).

2.7.5.12. Ensayo de Borntrager

Mediante este ensayo de determina la presencia de quinonas en los extractos. Para ello se toma
una alicuota del extracto y se evapora en un bafio de agua hasta sequedad, el residuo se re disuelve
con 1 mL de cloroformo. Posteriormente se adiciona 1 mL de hidréxido de sodio al 5% en agua,
se agita mezclando las dos fases y se deja en reposo hasta su separacién. El ensayo se considera

positivo si la fase alcalina (superior) se colorea de rosado (++) 0 rojo (+++).

2.7.5.13. Ensayo de la Ninhidrina

Este ensayo identifica la presencia de aminoacidos libres/aminas en los extractos. Se toma una
alicuota del extracto etandlico y/o la concentracion en bafio de agua (si el extracto esta en otro
solvente), se mezcla con 2 mL de solucién de Ninhidrina al 2 % en agua. La mezcla se calienta

de 5 a 10 minutos en bafio de agua. Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla una

30



coloracion azul violacea (Garcia et al. 2020, p. 1211; Alvarez 2018, p. 38).

2.7.5.14. Ensayo de Antocianidinas

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de estructuras de secuencia C6-C3-C6
del grupo de los flavonoides. Se calienta una alicuota del extracto alcohélico por 10 minutos con
ImL de écido clorhidrico concentrado. Se deja enfriar y se adiciona 1 mL de agua 'y 2 mL de
alcohol amilico. Se agita y se deja separar las dos fases. La aparicion de coloracion roja o marron
en la fase amilica indica que el ensayo es positivo.

2.7.5.15. Ensayo de Shinoda

Este ensayo determina la presencia de flavonoides en el extracto vegetal. Se toma una alicuota
del extracto y se afiade 1 mL de &cido clorhidrico concentrado y una pequefia porcion de cinta de
magnesio metalico. Se deja reposar 5 minutos hasta que finalice la reaccion, se aflade 1 mL de
alcohol amilico y se deja reposar hasta separar las fases. Se considera que el ensayo es positivo

cuando el alcohol amilico se torna de color amarillo, naranja, carmelita o rojo intenso (Garcia et al.
2020, p. 1210).

2.7.5.16. Ensayo de Mucilagos

Permite conocer en los extractos acuosos de vegetales la presencia de una estructura de tipo
polisacérido, el cual forma un coloide hidroéfilo de alto indice de masa que aumenta la densidad
del agua con la que se extrae. Para ello, se toma una alicuota del extracto y se enfria a temperatura

0-5°C. Si la soluci6n presenta consistencia gelatinosa se considera positivo para este ensayo.

2.7.5.17. Ensayos de principios amargos y astringentes

Para este ensayo se toma una gota del extracto acuoso, se saborea y se diferencia al paladar de

forma adecuada (Alvarez 2018, pp. 39-40).

2.7.6. Preparacion del extracto hidroalcohdlico de A. conyzoides

La preparacion del extracto se realiza en una proporcion 1:10, para ello, se pesa 100 g de la droga
vegetal cruda, seca y molida y se coloca en un frasco &mbar con 1000 mL de etanol al 70% y se

deja reposar durante 72 horas. Posterior a esto, se filtra, se concentra el extracto a ¥ del volumen
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total en el rotavapor a 60°C y 100 RPM, se congela con nitrégeno liquido y se liofiliza hasta que

la muestra quede completamente libre de agua (Alvarez 2018, p. 40).
2.7.7. Control de calidad del extracto hidroalcohdlico

El extracto hidroalcohdlico obtenido una vez filtrado se utiliza para determinar los parametros de

calidad (Alvarez 2018, p. 40), cada uno por triplicado y se detallan a continuacion:
2.7.7.1. Determinacion de las caracteristicas organolépticas

e Determinacioén de olor:_Se introduce una tira de papel filtro en el extracto. Se analiza si el olor

pertenece a las caracteristicas propias del extracto.

o Determinacion de color: En un tubo de ensayo limpio y seco, se coloca una alicuota del

extracto obtenido y se define el color y la trasparencia del mismo.

e Determinacién de sabor: Se prueba una gota de extracto. Se analiza si el sabor es propio al de
especies vegetales.

2.7.7.2. Determinacion de la densidad relativa

Para determinar la densidad relativa, se pesa el picnémetro seco y vacio. Posterior a esto se llena
con el extracto hidroalcohdlico, se deja reposar durante 15 minutos a 25°C y se pesa
adecuadamente. Se repite el ensayo utilizando agua destilada.

Para calcular la densidad del extracto hidroalcohdlico se aplica la siguiente ecuacion:

Dys5 = u
M,—M

En donde:

D2s: Densidad relativa

Ma: Peso del picndmetro con el extracto (g)

Mo,: Peso del picndmetro con el agua (g)

M: Peso del picnémetro vacio (g)
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2.7.7.3. indice de refraccion

Se determina por el método de refractometria. Para ello, se coloca una gota del extracto sobre el

prisma de medicion del refractémetro digital y se toma la lectura arrojada por el equipo.
2.7.7.4. Medici6n del pH

Para medir el pH se utiliza un pH-metro digital, para lo cual, se calibra el equipo con la solucién
buffer reguladora. Finalmente se introduce el electrodo del equipo en una alicuota del extracto y
se determina del pH de la muestra.

2.7.7.5. Determinacion de sélidos totales

Para determinar los solidos totales se coloca 5 mL del extracto en una capsula de porcelana
previamente tarada y pesada, se evapora hasta sequedad en un bafio de agua caliente. La capsula
se coloca en una estufa a 105°C durante 2 horas. Posteriormente, se deja enfriar en el desecador
y se pesa. Este proceso se repite hasta obtener 2 pesos constantes. (Capasso et al. 2007, p. 42).

Para determinar la cantidad de sélidos totales se utiliza la siguiente ecuacion:

r=""P 100
= E3
v

En donde:

ST: Cantidad de sdlidos totales

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

V= volumen del extracto usado para el ensayo.

2.7.8. Cuantificacién de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

Para la cuantificacion de fenoles totales se prepara soluciones estandar de acido galico de 20, 40,
60, 80y 100 ppm y una solucién del extracto a 1000 ppm (Marina et al. 2008 p. 3). Posteriormente
se toma una alicuota de 2 mL de las soluciones estandar de acido galico y de la muestra, se afiade
500 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 500 pL de Na,COj3 al 20%.

La mezcla se vorteriza y se afora hasta un volumen de 5 mL. Volver a vorterizar un minuto y se
deja reposar en completa oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente. Las lecturas se

realizan en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 765 nm (Vinueza et al. 2017; p. 2).
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2.7.9. Cuantificacion de flavonoides totales mediante un método colorimétrico

Los flavonoides totales se midieron a través de un ensayo colorimétrico. Se prepara soluciones
estandar de quercetina de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, también una solucién del extracto a 1000
ppm. Se toma una alicuota de 1 mL de la muestra y de las soluciones estandar de quercetina, se
afiade 4 mL de agua destilada y 300 pL de NaNO2 al 5%. Luego de 5 minutos se afiade 300 pL
de AICI3 al 10%, pasado 6 minutos en la oscuridad se afiade 2 mL de NaOH 1M, se homogeniza
y se lee las absorbancias en el espectrofotometro a 510 nm (Vinueza et al. 2017; p. 2).

2.7.10. Determinacion de los excipientes y la formulacion del gel antiinflamatorio

2.7.10.1. Excipientes para la formulacion del gel

e Agua destilada

e Carbopol 940

e Extracto concentrado de A. conyzoides
e Trietanolamina

e Glicerina

2.7.10.2. Método de preparacion

Para preparar el gel antiinflamatorio, se verifica que los enseres y materiales necesarios estén
limpios. A continuacion, se identifica, se pesa y se rotula los excipientes. Continuamente se
disuelve 3 gramos de Carbopol 940 en 500 mL de agua destilada con agitacion constante.
Posterior a esto se aflade los mL de glicerina y trietanolamina necesarios para cada formulacion,
se mezcla con una varilla de agitacion y se agrega el extracto de A. conyzoides en las cantidades

indicadas en la tabla 4-2.

2.7.10.3. Preparacidn del gel con extracto de A. conyzoides

Tabla 4-2: Formulacion del gel a diferentes concentraciones

Componentes Gel base Gel 5% | Gel 10% Gel 20%
Extracto concentrado de A. conyzoides 0mL 5mL 10 mL 20 mL
Solucién A (Carbopol 940 + agua destilada) 94 mL 91 mL 84 mL 72 mL
Glicerina 3mL 2mL 3mL 4 mL
Trietanolamina 3mL 2mL 3mL 4 mL

Elaborado por: Mainato Karla, 2021.
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2.7.11. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo

Para la investigacidn se utilizaron 36 ratones Mus musculus machos con un peso de 25 a 30 g. Se
forma 6 grupos de 6 ratones para diferentes tratamientos, realizando el ensayo con 7 repeticiones
como se indica en el modelo experimental.

2.7.11.1. Modelo experimental

Tabla 5-2: Tratamientos a realizar con nUmero de mediciones

TRATAMIENTOS REPETICIONES
Blanco M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Control negativo M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Control positivo M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Grupo experimental 1 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Grupo experimental 2 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Grupo experimental 3 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Realizado por: Mainato Karla, 2021.

Donde:

o Blanco: Edema plantar + gel base

o Control negativo: administracion suplantar de carragenina sin tratamiento

o Control positivo: Edema plantar + Farmaco estandar (Diclofenaco sédico 1%)

o Grupo experimental 1: Edema plantar + Gel con extracto de Ageratum conyzoides al 5%
o Grupo experimental 2: Edema plantar + Gel con extracto de Ageratum conyzoides al 10%
o Grupo experimental 3: Edema plantar + Gel con extracto de Ageratum conyzoides al 20%

Una vez aclimatados los ratones con 12 horas de ayuno se los distribuye aleatoriamente en 6
grupos, cada grupo conformado por 6 ratones, se procede a marcar su cola para poder
identificarlos. Se mide la pata derecha de cada raton antes de inducir la inflamacién con un
calibrador pie de rey manual, luego se les inyecta en la misma pata medida 0,03 mL de
carragenina al 1% usando una aguja hipodérmica para inducir el edema suplantar.
Para evaluar la inflamacion producida por la carragenina se espera 3 horas, tiempo en el cual se
logra la inflamacion méaxima (constante). Se mide la pata en este tiempo, seguidamente se aplica
los tratamientos tomando en cuenta la distribucion de grupos a trabajar. Finalmente se procede a
medir las patas con el calibrador pie de rey manual cada hora durante 6 horas. Los resultados se

expresan como porcentaje de inflamacién utilizando la siguiente ecuacion:
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. » Mt — Mo
% de inflamacion = Mo x 100

Donde:
Mt= Medida de la pata inflamada a un tiempo x

Mo= Medida normal (antes de producir la inflamacién) (Zurita 2019, p. 33).
2.7.12. Andlisis estadistico

Para este andlisis se utiliza el programa Minitab version 2019. El test de ANOVA de un factor ya
gue es una técnica eficiente que ayuda a identificar si existe diferencia significativa entre grupos
de tratamiento investigados, con una probabilidad p<0,05. Realizando el planteamiento de las

hipotesis:

Ho: “Ninguno de los tratamientos a diferentes concentraciones del gel elaborado a base del
extracto hidroalcohodlico de Ageratum conyzoides L. presenta efecto antiinflamatorio en los

animales de experimentacion” p>0,05

Hi: “Al menos uno de los tratamientos a diferentes concentraciones del gel elaborado a base del
extracto hidroalcohodlico de Ageratum conyzoides L. presenta efecto antiinflamatorio en los

animales de experimentacion” p<0,05

Si la hip6tesis nula estd fundamentada (es decir, no se encuentra evidencia para rechazarla),
normalmente no se continua con las siguientes comparaciones estadisticas ya que no existe
diferencia significativa entre los tratamientos, pero si se acepta la hip6tesis alternativa se procede
a realizar el test de Tukey donde se determina en cual de los grupos de tratamiento existe una

diferencia significativa.
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CAPITULO I
3.  MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
3.1. Identificacion de la especie vegetal
La especie vegetal se llevo al herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en
donde el Ingeniero Jorge Caranqui, boténico y responsable del herbario identific que pertenece
a la familia 2 género Ageratum y toma el nombre de Ageratum conyzoides. (Anexo J).

3.2.  Control de calidad de la droga cruda

Luego de realizar por triplicado el control de calidad de la droga cruda se obtuvieron los siguientes

resultados:

Tabla 1-3: Control de calidad de la droga cruda

Parametros Partes aéreas de Ageratum Limites aceptados por la
conyzoides (%0) USP #35
Humedad 5,95+ 0,02 <14%
Cenizas totales 11,69 + 0,02 <12%
Cenizas Solubles en Agua 2,34 +£0,04 <7%
Cenizas insolubles en Acido 1,84 +0,03 <5%
Clorhidrico (HCI)

Realizado por: Mainato Karla, 2021.

3.2.1. Determinacion del contenido de humedad

En la tabla 1-3, el contenido de humedad de las partes aéreas de A. conyzoides fue de 5,95 + 0,02
siendo inferior a los limites establecidos en la USP 35 (Alvarez 2018, p. 46).

Los valores obtenidos en el estudio realizado por Barros K. (2015, p. 37) sobre Ageratum
conyzoides fueron de 9,8 + 0,75, comparando con el presente estudio se observé una diferencia
significativa en el contenido de humedad, esto puede deberse al método de secado de la materia
vegetal o la técnica usada.

El porcentaje de humedad determinado indica que se ha realizado una correcta recoleccion,
seleccion, lavado, secado y almacenamiento de la droga vegetal, ya que un elevado contenido de
agua contribuye al deterioro y proliferacion de microorganismos en la materia prima (Guillen et al.
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2011, p. 33).

3.2.2. Determinacion de cenizas totales

Las partes aéreas de Ageratum conyzoides presentaron 11,69 + 0,02 de cenizas totales. En la
investigacion de Barros K. (2015, p. 37), el valor obtenido fue de 10,34 + 0,08, los dos valores son
inferiores pero muy cercanos al limite establecido por la USP (Alvarez 2018, p. 46). El resultado
obtenido ofrece fiabilidad de uso del material vegetal ya que indica ausencia de contaminacion

con materia inorganica durante su recoleccion (Villacrés 2017, p. 16).

3.2.3. Determinacidn de cenizas solubles en H,O y cenizas insolubles en HCI

El contenido de cenizas insolubles en acido clorhidrico fue 1,84 £ 0,03 y el contenido de cenizas
solubles en agua fue 2,34 + 0,04, estos indican que el contenido de este tipo de cenizas se
encuentra dentro de los rangos establecidos por la USP, indicando ausencia de materia inorganica
como tierra, arena o silice y asegurando su uso en la investigacion (Villacrés 2017, p. 17-18).
Alvarez (2018, p. 46-47), obtuvo valores semejantes a los de la presente investigacion, los cuales
fueron cenizas insolubles en &cido clorhidrico 1,80% y el contenido de cenizas solubles en agua
fue 2,17%, valores que estan dentro de los parametros de la USP.

3.3.  Tamizaje fitoquimico

Tabla 2-3: Tamizaje fitoquimico de las partes aéreas de A. conyzoides

Ensayo Metabolitos Extracto | Extracto | Extracto
etéreo | etandlico | acuoso
DRAGENDORFF ++ + +
MAYER Alcaloides * o *
WAGNER + + +
SUDAN Aceites-grasas + NA NA
BALJET Lactonas-cumarinas - ++ NA
LIEBERMAN- Triterpenos y esteroides + + NA
BURCHARD
CATEQUINAS Catequinas NA + NA
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RESINAS Resinas NA - NA
FEHLING Azucares reductores NA + +
ESPUMA Saponinas NA - -
CLORURO FERRICO Fenoles-taninos NA + -

BORNTRAGER Quinonas NA ++ NA

NINHIDRINA Aminoécidos libres/aminas en NA + NA

general
ANTOCIANIDINAS Secuencia del grupo de los NA + NA
flavonoides
SHINODA Flavonoides NA + +
MUCILAGOS Polisacaridos NA NA -
PRINCIPIOS AMARGOS NA NA -
(N/A) No aplica, (-) Ausencia, (+) Presencia, (++) Moderado, (+++) Abundante

Elaborado por: Mainato Karla, 2021.

En la tabla 2-3 se observan los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico de los tres
extractos.

En el extracto etéreo se identificd una cantidad elevada de alcaloides, presencia de compuestos
grasos, triterpenos y esteroides y ausencia de lactonas y cumarinas.

En el extracto alcohdlico se determind una cantidad moderada de alcaloides, lactonas, cumarinas,
quinonas, la presencia de triterpenos, esteroides, catequinas, azucares reductores, fenoles, taninos,
aminoécidos y flavonoides, y no presenta resinas y saponinas.

Mientras que el extracto acuoso se encontr la presencia de alcaloides, azucares reductores y
flavonoides y ausencia de saponinas, fenoles, taninos y polisacaridos.

Una vez realizadas las respectivas pruebas y segun los resultados obtenidos de los tres extractos,
se evidencia la presencia de diferentes metabolitos, entre ellos flavonoides, fenoles y taninos, a

los que se les atribuye una actividad antiinflamatoria y antioxidante en sistemas biol6gicos
(Martinez et al. 2002, p. 274).
Diallo A. (2014, pp. 1214-1218) en su estudio In vivo and in vitro toxicological evaluation of the

hydroalcoholic leaf extract of Ageratum conyzoides L. (Asteraceae) manifiesta que en el estudio
fitoquimico de Ageratum conyzoides no se encontrd saponinas, taninos y antraquinonas, pero se
identificd concentraciones altas de alcaloides, flavonoides, polifenoles y esteroles, los mismos

gue coinciden con los resultados obtenidos en la tabla 2-3.
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3.4. Control de calidad del extracto hidroalcohdlico

Posterior a la preparacién del extracto alcoholico (70%) de las partes aéreas de Ageratum

conyzoides se procedio a determinar los diferentes pardmetros de calidad.

Tabla 3-3: Control de calidad del extracto hidroalcohélico de A. conyzoides.

Parametros de calidad Resultados

Aspecto Limpido

Examen organoléptico | Color Verde
Olor Alcohélico aromatico caracteristico
Sabor Amargo ligeramente astringente
indice de refraccién 1,36 + 0,01
pH 6,03 £0,01

Caracteristicas ~ fisico-

.. Densidad 0,89 +0,02

quimicas

Solidos totales 1,49 £0,01

Elaborado por: Mainato Karla, 2021.

En la tabla 3-3 se detalla los resultados del control de calidad del extracto hidroalcohdlico de las
partes aéreas de Ageratum conyzoides. Este extracto mostr6 un aspecto limpido y una coloracién
verde propia del material vegetal utilizado, presentd un olor alcohdlico aromatico caracteristico
que se relaciona probablemente con su alto contenido de compuestos fendlicos. Su sabor amargo
y ligeramente astringente se relaciona con el pH é&cido de 6,03 + 0,01. Este pH indica la presencia
de componentes de acidos débiles (Ochoa et al. 2013, p.57).

El indice de refraccion fue de 1,36 + 0,01, superando el indice de refraccién del agua que es de
1, lo cual indica la presencia de metabolitos secundarios, como de azucares que pueden disolverse
en el extracto. La densidad relativa fue de 0,89 + 0,02 que al compararla con la densidad inicial
al etanol 70% (0,68) se evidencia un incremento bastante significativo asumiendo que existen
sustancias disueltas en el extracto. Finalmente, el porcentaje de sélidos totales del extracto es de
1,49 £ 0,01; encontrandose dentro de los valores de referencia establecidos en la Farmacopea
Espafiola que establece que el porcentaje no debe ser menor a 1,20 lo cual indica una extraccion

eficiente de metabolitos secundarios (Alvarez 2018, p. 50; Ochoa et al. 2006, pp. 78-83).
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3.5. Cuantificacion de fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales del extracto hidroalcohélico liofilizado se utilizé la

ecuacion de la recta; A= 0.0014C + 0.0144 y un coeficiente de correlacién de Rz = 0.9997.

CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO

0,18
0,16
0,14
0,12 0.0973

0,1
0,08
0,06 0,0431
0,04
0,02

0,1541

y=0,0014x + 0,0144
R2=10,9997

ABSORBANCIA

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

Grafico 1-3: Curva de calibracion del &cido galico.

Fuente: (Alvarez 2018, p. 51).

Para obtener la concentracion de los fenoles totales presentes en el extracto, se interpol6 el valor
de la absorbancia de la muestra con la curva de calibracion del &cido gélico, y se obtuvo los

resultados expresados en mg equivalentes de acido galico por g del extracto liofilizado.

Tabla 4-3: Cuantificacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Concentracion del extracto Fenoles totales expresados en
hidroalcohdlico liofilizado de A. mg equivalentes de acido galico Porcentaje (%)
conyzoides por g de extracto liofilizado
1000 pg/mL en etanol al 70% 248,047 £5,36 24,80 £ 0,54

Elaborado por: Mainato Karla, 2021.

La tabla 4-3 indica que la concentracion de fenoles totales es de 248,047 + 5,36 expresados en
mg equivalentes de &cido galico por g de extracto liofilizado de A. conyzoides, expresados en
porcentaje un 24,80 % + 0,54 del extracto liofilizado, este valor se podria relacionar con la
actividad antiinflamatoria que posee la planta (Mesa et al. 2015, p. 5).

En el estudio “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA Y
CITOTOXICA in vitro DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Ageratum conyzoides L.”
realizado por Alvarez (2018, p. 51) el porcentaje de fenoles totales presentes en el extracto
liofilizado de las partes aéreas de A. conyzoides es del 24.13% +0.76, lo cual es similar al valor

obtenido. Sin embargo, no existe mas datos bibliograficos sobre esta cuantificacion para realizar
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la comparacion de resultados obtenidos.
3.6.  Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides totales del extracto hidroalcoholico liofilizado se utiliz6 en
el método colorimétrico de tricloruro de aluminio, para esto se prepard una solucion de 1000 ppm
del extracto liofilizado y se realiz6 las lecturas correspondientes de las muestras preparadas por
triplicado.

Se utilizard la siguiente ecuacion de la recta A= 0.0014C + 0.0144 y un coeficiente de correlacion
de R2=0.9997.

CURVA DE CALIBRACION DE QUERCETINA

0,2
=
o 0,15
) y =0,0014x + 0,0144
% 0,05 R?=0,9997
<

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

Grafico 2-3: Curva de calibracién de la quercetina
Fuente: (Alvarez 2018, p. 52).

Para la obtencion de la concentracion de flavonoides totales, se interpold el valor de la
absorbancia de la muestra con la curva de calibracion de la quercetina, obteniendo los resultados

expresados en mg equivalentes de quercetina por g del extracto liofilizado.

Tabla 5-3: Cuantificacién de flavonoides totales por el método colorimétrico de tricloruro

de aluminio
Concentracion del extracto Flavonoides totales expresados en
hidroalcohdlico liofilizado de A. mg equivalentes de quercetina Porcentaje
conyzoides por g de extracto liofilizado
1000 pg/mL en etanol al 70% 430,905+ 4,305 43,091+ 0,431

Elaborado por: Mainato Karla, 2021.

La tabla 5-3 indica que la concentracion de flavonoides totales es de 430,905 + 4,305 expresados
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en mg equivalentes de quercetina por g de extracto liofilizado de A. conyzoides, expresados en
porcentaje un 43,091 % + 0,431 del extracto liofilizado, este valor elevado hace relacion con la
actividad antiinflamatoria que posee A. conyzoides (Alberto et al. 2007, p. 313).

En el estudio titulado Quantitative Analysis of Total Phenolic, Flavonoids and Tannin Contents
in Acetone and n-hexane Extracts of Ageratum conyzoides Sultana et al. (2012, pp. 997-998)
indica que la cantidad de flavonoides totales expresados en mg equivalentes de quercetina por g
de extracto seco de n-hexano es 1172,55 + 17,69 mientras que en el extracto de acetona fue 721,98
+72,61.

El resultado que se obtuvo de flavonoides en extracto hidroalcohdlico liofilizado es 430,905 +
4,306, un valor significativamente alto de flavonoides. Al comparar el contenido de flavonoides
en los diferentes extractos se puede decir que el alto contenido de flavonoides en el extracto n-
hexano es porque este solvente es méas potente para eliminar los radicales libres (ROS) en
comparacion con los otros extractos (Sultana et al. 2012, pp. 997-998).

3.7. Actividad antiinflamatoria in vivo

La determinacién de la actividad antinflamatoria in vivo de los geles elaborados con extracto
hidroalcohodlico de Ageratum conyzoides se llevé a cabo mediante el método de edema suplantar
inducido con carragenina en animales de experimentacion. Se utilizé el modelo experimental
descrito en la tabla 4-2. Recolectando datos en los diferentes tiempos (t1, t2, t3, t4, t5, t6, t7). Se
emple6 como modelo animal ratones Mus musculus machos de 25 a 30 g, escogidos

aleatoriamente para después de ser codificados en dependencia del tratamiento correspondiente.

Tabla 6-3:  Porcentaje de inflamacidn en diferentes tiempos de medicion.

PORCENTAJE DE INFLAMACION
TIEMPO DE MEDICION
TRATAMIENTO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Control negativo
] 31,37 31,37 31,37 31,37 31,37 30,82 30,82
(Carragenina)
Blanco
30,70 30,70 30,70 30,70 30,70 30,18 30,18
(Gel base)
Control positivo
. o 34,28 20,11 10,33 5,45 3,26 2,71 2,15
(Diclofenaco sodico 1%)
Cel 5% 34,08 30,83 29,78 28,68 28,16 27,09 26,53
Gel 10% 34,24 26,10 19,06 13,09 9,30 6,56 5,45
Gel 20% 33,04 19,49 12,99 8,67 7,59 6,53 4,36

Elaborado por: Mainato Karla, 2021.
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Grafico 3-3:  Porcentaje de inflamacion en los tratamientos empleados en el primero (3
horas posterior a la aplicacion de carragenina) y ultimo tiempo de medicion

(7 horas)
Elaborado por: Mainato Karla, 2021.

La tabla 6-3 muestra una reduccion de la inflamacién en el edema plantar inducido en los animales
de experimentacion posterior a la aplicacion del Diclofenaco sédico 1 % como de los geles
elaborados con extracto hidroalcohdlico de Ageratum conyzoides. Se evidencia que desde la
medicion dos (tiempo 2) existe una disminucion de la inflamacion a diferencia del grupo control
negativo y el blanco que disminuye en las tltimas horas en un pequefio porcentaje. Esto se puede
deber al propio sistema inmune del ratén que actda para restaurar el tejido que fue atrofiado por

la aplicacién de carragenina (Zurita 2019, p. 46).

En el grafico 3-3 se observa de forma mas dinamica como disminuye el porcentaje de inflamacion
entre el tiempo 1 y el tiempo 7, evidenciando que los geles elaborados con extracto
hidroalcohdlico de Ageratum conyzoides reducen la inflamacion en los animales de

experimentacion.

3.7.1. Analisis estadistico

Se realizo el test de ANOVA de los tratamientos aplicados a los 6 grupos de ratones. Para
determinar si p>=0,05 se acepta la hipdtesis nula concluyendo que no existe diferencia

significativa entre los tratamientos aplicados, peros si p<0,05 se procede a realizar a realizar el
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test de Tukey, mismo que determinara en cuél de los grupos de tratamiento existe diferencia

significativa. Se obtuvo como resultado:

Tabla 7-3:  Analisis estadistico Test ANOVA para los tratamientos en los 7 tiempos

Fuente GL SC Ajustado MC Ajustado Valor F Valor p
Tratamientos 5 3067 613,40 10,00 0,000
Error 36 2209 61,35
Total 41 5276

Elaborado por: Mainato Karla, 2021.

Segun el andlisis estadistico realizado con un nivel de confianza del 95% dio como resultado que
p <0,05, por lo que se procedi6 a rechazar la hip6tesis nula y a aceptar la hipétesis alternativa que
indica que si existe diferencia significativa por lo menos en uno de los tratamientos aplicados.

Se procedi6 a realizar el test de Tukey con una confianza del 95% para determinar en cuéal de los

tratamientos existe una diferencia significativa, obteniéndose lo siguiente:

Tabla 8-3: Test de Tukey y una confianza de 95%

FACTOR N MEDIA AGRUPACION
Control negativo 42 31,214 A
Blanco 42 30,328 A
Gel 5% 42 29,307 A
Gel 10% 42 16,26 B
Gel 20% 42 13,24 B C
Control positivo (Diclofenaco) 42 11,18 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Elaborado por: Mainato Karla, 2021.

Mediante el test de Tukey se determiné cuales tratamientos fueron significativamente diferentes
y los que tenian una estrecha relacion. En la tabla 8-3 se muestra que el grupo control negativo,
el blanco y el tratamiento gel 5% son diferentes a los demas, a pesar de que el tratamiento con el
gel al 5% redujo la inflamacion. Por otro lado, el tratamiento con el gel al 10% y 20% no son
significativamente diferentes. Mientras que el gel al 20% no presenta diferencias significativas
con el control positivo (diclofenaco sédico 1%) dando a entender que el gel al 10% y 20%, son

efectivos y muy buenos disminuyendo la inflamacién.
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Tabla 9-3: Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

Diferencia de niveles Diferencia EE de IC de 95% Valor T | Valorp
de las diferencia ajustado
medias

Gel 10% - Gel 5% -13,05 1,67 (-17,81;-8,29) -7,81 0,000

Gel 20% - Gel 5% -16,07 1,67 (-20,83; -11,31) -9,61 0,000

Control positivo (Diclofenaco sodico -18,12 1,67 (-22,89; -13,36) -10,84 0,000
1%) - Gel 5%

Blanco - Gel 5% 1,02 1,67 (-3,74; 5,78) 0,61 0,990

Control negativo - Gel 5% 1,91 1,67 (-2,86; 6,67) 1,14 0,864

Gel 20% - Gel 10% -3,02 1,67 (-7,78; 1,74) -1,81 0,462

Control positivo (Diclofenaco sodico -5,07 1,67 (-9,84; -0,31) -3,04 0,029
1%) - Gel 10%

Blanco - Gel 10% 14,07 1,67 (9,31; 18,83) 8,42 0,000

Control negativo - Gel 10% 14,96 1,67 (10,19; 19,72) 8,95 0,000

Control positivo (Diclofenaco sédico -2,05 1,67 (-6,82; 2,71) -1,23 0,823
1%) - Gel 20%

Blanco - Gel 20% 17,09 1,67 (12,33; 21,85) 10,22 0,000

Control negativo - Gel 20% 17,98 1,67 (13,21; 22,74) 10,76 0,000

Blanco - Control positivo 19,14 1,67 (14,38; 23,91) 11,45 0,000

(Diclofenaco soédico 1%)
Control negativo - Control positivo 20,03 1,67 (15,27, 24,79) 11,98 0,000
(Diclofenaco sodico 1%)
Control negativo - Blanco 0,89 1,67 (-3,88; 5,65) 0,53 0,995

Nivel de confianza individual = 99,53%
Elaborado por: Mainato Karla, 2021.

En la Tabla 9-3, con un nivel de confianza individual de 99,53%, se indica que cuando el valor p
ajustado es mayor a 0.05 existe similitud, segln se indica en dicha tabla el blanco y el gel al 5%
asi como el control negativo con el gel al 5% presentan similitud, deduciendo que el gel al 5%
no ayuda a desinflamar adecuadamente el edema inducido, por otra parte el gel al 20% presenta
similitud con el control positivo (Diclofenaco sodico 1%) por lo que se intuye que el gel al 20%
disminuye la inflamacion.

De los anélisis y test realizados se ha podido determinar que los geles elaborados a base del
extracto hidroalcohoélico de Ageratum conyzoides disminuyen la inflamacion. Se obtuvo como
resultado que los geles al 10% y 20% tuvieron muy buena respuesta antiinflamatoria, mientras
que el gel al 5% no redujo la inflamacidn significativamente. Cabe mencionar que el gel al 20%
fue bastante efectivo, pero no supera a la actividad bioldgica del diclofenaco sédico 1%.

De acuerdo a la bibliografia analizada Faqueti et al., (2016) en su estudio “Antinociceptive and

anti-inflammatory activities of standardized extract of polymethoxyflavones from Ageratum
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conyzoides” indica que se aislaron siete compuestos en el extracto estandarizado de
polimetoxiflavonas (SEPAc) siendo los méas importantes la 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona;
nobiletin; upalestina y 5’-metoxinobiletina siendo esta ultima la mas abundante.

Se indica que el SEPAc tiene efectos antinociceptivos y antiinflamatorios tras realizar ensayos
basados en la prueba de formalina en 128 ratones suizos hembras entre 25 a 35 g. Los estudios
iniciales se basaron en la prueba de formalina, modelo usado para inducir un dolor persistente en
los ratones, los resultados muestran que la inyeccion intraplantar de formalina dio como resultado
dolores nociceptivos durante los primeros 5 minutos y los siguientes 15-30 minutos un dolor
inflamatorio.

Ademas, la formalina indujo un edema marcado en la pata del animal que al ser tratado con SEPAc
(10-300 mg/kg) redujo tanto el dolor neurogénico como la inflamacidn inducida, mientras que la
indometacina (AINE’s de referencia) fue capaz de reducir significativamente la fase inflamatoria
y el edema inducido en la pata del animal, pero no el dolor neurogénico en la prueba de formalina.
Esta informacién se relaciona mucho con la obtenida en el estudio realizado, de lo que se podria
decir que los geles elaborados con extracto hidroalcohdlico de Ageratum conyzoides si ayudan a
disminuir la inflamacion.

La formulacion del gel es viable, ya que frecuentemente se puede obtener extractos de plantas
con muy buena actividad biol6gica, pero estos no pueden ser vehiculizados de manera correcta.
Por su estado semisélido, con alto grado de claridad y facilidad de aplicacion fue posible una
liberacion rapida de la droga, permitiendo corroborar los resultados que se intuia tal como lo

indican en su estudio Rios y Rodriguez (2013, p. 46).
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CONCLUSIONES

e Con base en los resultados del tamizaje fitoquimico se determind la presencia de varios
metabolitos secundarios importantes con posibles efectos terapéuticos, entre ellos compuestos
fendlicos y flavonicos que tienen relacion directa con la actividad antinflamatoria del extracto
de Ageratum conyzoides, por lo cual se cuantificd los mismos obteniéndose un porcentaje de
24,80 % + 0,54 de fenoles totales y un 43,091 % = 0,431 de flavonoides totales en el extracto

liofilizado. Esto permiti6 elaborar una formulacién con caracteristicas antiinflamatorias.

e Mediante la formulacion de geles al 5, 10 y 20% v gracias a la afinidad de los excipientes con
el extracto hidroalcoh6lico Ageratum conyzoides se logré vehiculizar el mismo, permitiendo

dosificar y aplicar la forma farmacéutica en los animales de experimentacion.

e Por medio del modelo de edema plantar inducido por carragenina se determiné que el gel a
base de extracto concentrado de Ageratum conyzoides al 20% mostré mayor eficacia
antiinflamatoria, estadisticamente similar al diclofenaco sodico 1%, logrando una disminucién
significativa de la inflamacién en la hora 7, por lo cual se lo considera un antiinflamatorio

topico eficaz gracias a sus compuestos fenolicos y flavonicos presentes en la formulacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda determinar la toxicidad local tanto aguda como cronica del extracto de
Ageratum conyzoides en animales de experimentacion (Mus musculus) con el objetivo de

establecer la seguridad de dicho extracto.

Establecer estudios preclinicos a fin de confirmar la eficacia del gel con extracto de

Ageratum conyzoides 20% como fitofarmaco con actividad antiinflamatoria topica.
Ampliar la investigacion de la planta Ageratum conyzoides, ya que puede presentar mas

propiedades farmacoldgicas beneficiosas para el tratamiento de enfermedades, tales como el

cancer.
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GLOSARIO

Analgésicos: Conocido también como antialgicos, la palabra analgésico procede del griego a-/an:
(carencia) y de algos (dolor); son aquellos medicamentos capaces de suprimir o aliviar la

sensacion dolorosa ( Esteva 2008, p. 68).

Antinflamatorio: Se conoce como antiinflamatorio aquel medicamento habitualmente empleado

para evitar o disminuir la inflamacién de los tejidos (Divins 2014, p. 19).

Antioxidante: Es cualquier sustancia que cuando esté presente, retarda e inhibe la oxidacion de
sustratos oxidables al ataque de las especies reactivas de oxigeno (ROS) a pesar de estar presente

en concentraciones mas bajas que el sustrato (Sanchez 2013, p. 4).

Aquenio: Fruto monospermo (con una sola semilla), ovario stpero, con pericarpo coriaceo y sin

alas, no soldado a la semilla, procede de un carpelo, o de varios soldados (Invernén et al. 2012, p. 4).

Bofedales: Son un tipo particular de humedales, propios de la region altoandina. Su caracteristica

principal es la humedad edéfica constante durante todo el afio (Moya 2015; Maldonado 2014, p. 6).

Carragenina: Conocida también como carragenano, es un ficocoloide obtenido de algas de varias

familias de Rhodophyceaes (Corona et al. 2007, p. 55; Sosa 2019).

Corticoides: Incluyen una serie de hormonas esteroideas producidas de forma natural en la
corteza de las glandulas suprarrenales y derivados sintéticos modificados y estructura basica. Son

drogas frecuentemente utilizadas para tratar diversas situaciones clinicas (Botargues 2011, p. 33, ENZ
y Musso 2011).

Diurético: Son herramientas terapéuticas potentes y usadas con diversos fines, estos farmacos
actuan sobre los rifiones estimulando la excrecion de agua y electrolitos al alterar el transporte

i6nico a lo largo de la nefrona (Cruz 2018, p. 566; Jimenez 2017, p. 11).

Esguince: Es una torcedura articular traumética que origina una distension o rotura completa de

los tejidos conectores estabilizadores (Enriquez et al. 1985).

Excipientes: Los excipientes son todos los componentes de la forma farmacéutica distintos al

principio activo. Son esenciales para la fabricacion de medicamentos ya que ayudan a mantener



su forma fisica, la calidad, estabilidad, biodisponibilidad y su conservacién (Osakidetsa 2019, p. 18).

Lepra: Conocida también como enfermedad de Hansen, es producida por Mycobacterium leprae.
Es una infeccion granulomatosa crénica que afecta, preferentemente a los tejidos superficiales y

los nervios periféricos (Zaragozano 2001, p. 309).

Prostaglandinas: Son un grupo de sustancias de caracter lipidico, tienen un ciclo con oxigeno y
dos cadenas alifaticas. Se derivan de la oxidacion del acido araquidonico, una de sus funciones

principales es intervenir en la respuesta inflamatoria (Martinez y Rivas 2005, p. 210).

Solventes: Sustancia que permite la dispersion de otra sustancia en esta a nivel iénico o

molecular. Es el medio dispersante de la solucion (Cova 2009, p.3).

Suspension: Es un sistema disperso heterogéneo constituido por la dispersion de un sélido en un

liquido (Oliva y Santovefia 2009, p. 3).
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ANEXOS

ANEXO A. PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL (Ageratum conyzoides)

Grafico 1A: Secado de la planta Grafico 2A: Planta seca y molida

ANEXO B. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE CONTROL DE CALIDAD
DE LA DROGA CRUDA

@
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Gréfico 1B. Determinacion de humedad Gréfico 2B. Determinacion de cenizas totales

Gréfico 3B. Cenizas solubles en agua Gréfico 4B. Cenizas insolubles en HCI



ANEXO C. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS DE LA
MATERIA VEGETAL CRUDA

Grafico 1C. Extracto etéreo  Grafico 2C. Extracto etandlico  Grafico 3C. Extracto acuoso
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Gréfico 4C: Tamizaje fitoquimico del Gréfico 5C: Tamizaje fitoquimico del

extracto etéreo extracto etanolico

Grafico 6C: Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso



ANEXOD. CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
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Grafico 2D. Densidad relativa

Gréfico 3D. indice de refraccion Gréfico 4D. Solidos totales



ANEXOE. PREPARACION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Ageratum

conyzoides

Grafico 1E. Maceracion

Gréfico 3E. Liofilizacion Gréfico 4E. Extracto liofilizado

ANEXOF. CUANTIFICACION DE FENOLES Y FLAVONOIDES TOTALES

Grafico 1F. Cuantificacion de fenoles Grafico 2F. Cuantificacion de flavonoides



ANEXO G. ELABORACION DEL GEL

Graéfico 1G. Formulacion del gel Graéfico 2G. Gel a diferentes concentraciones

ANEXO H. INDUCCION DE LA INFLAMACION SUPLANTAR CON CARRAGENINA

EN Mus musculus

Gréfico 1H. Preparacion de carragenina Gréfico 2H. Induccion del edema suplantar

Grafico 3H. Pata de raton inflamada



ANEXO I. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VIVO

o

Grafico 11. Medicion de la pata del raton Grafico 2I. Aplicacion de los geles



ANEXO J. CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL
‘,)\“” * HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (CHEP)
5 , % ES('l'ELA_Sl'l';IUOR POLITECNICA DEL € HIMBORAZO
E B ﬁ.mcricunn sur Km 1, fono: SI&::":!::T;:;:,:OM 23, jearanqui@ yahoo.com
Ofc.No.024.CHEP.2021

11 de agosto del 2021

A QUIEN CORRESPONDA:

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de la presente certifico que la senorita Mainato
Coello Karla Mireya con Cl: 0605501428, tesista de la carrera Bioquimica y Farmacia, se
identificd Ageratum conyzoides L. Esta especie es de amplia distribucion e introducida, esta
informacion se revizé en el herbario y registros, se archivara en el lapso de un afio para los
fines pertinentes. Es todo cuanto puedo decir en honor a la verdad y la interesada puedo usar

el presente certificado como crea conveniente

Atte.

JORGE Firmado
digitalmente por

MARCELO JORGE MARCELO
CARANQU' EAS‘ANQUIALDAZ
echa: 2021.08.11
ALDAZ 12:07:47 -05'00'
Ing. Jorge Caranqui Msc.
BOTANICO
HERBARIO ESPOCH



ANEXO K.  AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES VEGETALES
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- Ministerio del Ambiente, Agua
2 y Transiciéon Ecoldgica

AUTORIZACION DE RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA No. 1400

ESTUDIANTES E INVESTIGADORES (SIN FINES COMERCIALES)

1.- AL}TORIZACION DE RECOLECTA DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA DIVERSIDAD

BIOLOGICA

2.-CODIGO
MAAE-ARSFC-2021-1400

3.- DURACION DEL PROYECTO

FECHA INICIO FECHA FIN

2021-09-24 2022-03-24

4.- COMPONENTE A RECOLECTAR

Plantae

El Ministerio del Ambiente y Agua, en uso de las atribuciones que le confiere la Codificacion a la
Ley Forestal y de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre autoriza a:

5.- INVESTIGADORES /TECNICOS QUE INTERVENDRAN EN LAS ACTIVIDADES DE
RECOLECCION

N° de N° REGISTRO GRUPO

C.UPasaporte Nombres y Apellidos Nacionalidad SENESCYT EXPERIENCIA BIOLOGICO
QUISPILLO MOYOTA Docente

0603945403 JOHN MARCOS Ecuatoriana 1002-2017-1804104 Seagional Magnoliopsida
MAINATO COELLO . . :

0605501428 KARLA MIREYA Ecuatoriana 3027645 Estudiante Magnoliopsida

6.- PARA QUE LLEVEN A CABO LA RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES LA
DIVERSIDAD BIOLOGICA:

Nombre del Proyecto: Evaluacién de la actividad antiinflamatoria in vivo de un gel a base del
extracto hidroalcohdlico Ageratum conyzoides L. en ratones Mus musculus

_\:IV 1/5
- Gobierno | Juntos

“1 p del Encuentro | lo logramos

Direccion I dridd 11 ) 1 Codigo postal
Teléfono: 595- smbiente ek’



Ministerio del Ambiente, Agua
y Transicién Ecolégica

7.- SE AUTORIZA LA RECOLECCION CON EL PROPOSITO DE:

Evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo de un gel a base del extracto hidroalcohdlico de Ageratum conyzoides L. en ratones Mus
musculus

Evidenciar el efecto antiinflamatorio de los geles elaborados con extractos de A. conyzoides L. en ratones Mus musculus con edema
suplantar inducido.

Determinar los metabolitos secundarios presentes en el extracto de A. conyzoides mediante un tamizaje fitoguimico

Elaborar geles a diferentes concentraciones a base de los extractos hidroalcohdlicos de A. conyzoides L.

8.- AREA GEOGRAFICA QUE CUBRE LA RECOLECCION DE LAS ESPECIES O
ESPECIMENES:

PROVINCIAS

SNAP BOSQUE PROTECTOR

CHIMBORAZO NA NA

9.- INFORMACION DE LAS ESPECIES A RECOLECTAR

N°® N°
CLASE ORDEN FAMILIA GENERO | ESPECIE TIPO MUESTRA MUESTRA LOTE
Magnoliopsida | A 3 A Ageratum Ageratum hojas, tallos 3
L conyzoides flores

10.- METODOLOGIA APLICADA EN CAMPO

FASE DE La especie vegetal Ageratum conyzoides se recolectara en la Parroquia Achupallas, en el cantén Alausi,

RECOLECCION: localizadas especificamente en las cocrdenadas gecgraficas: Latitud (Y): -2,2827529907; Longitud (X). -
' 78.7678909302 y Altitud: 3600 m.s.n.m.

FASE DE La especie vegetal Ageratum conyzoides abunda en la zona, por lo que no existe posibilidad de que la

PRESERVACION: especie desaparezca

11. METODOLOGIA APLICADA EN LABORATORIO

METODOS
EMPLEADOS
ENEL
LABORATORIO:

Se ulilizé las partes aéreas de la planta A conyzoides (hojas y flores) La planta fue secada en una estufa a
45°C de temperatura durante 24 horas, luego fue triturada en un molino marca Arthur H, Tomas. C.O hasta
obtener pequenias particulas; esto fue usado para verificar parametros de calidad de la froga cruda,
obtencion de extractos (etéreo, alcohdlico y acuoso) para realizar el tamizaje fitoquimico, obtencién del
extracto hidroalcohélico para la elaboracién de los geles. La planta triturada fue aimacenada en fundas
ziploc® y selladas herméticamente

12.- SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y/O EQUIPOS

PARA LA REALIZACION DE ESTA RECOLECCION.

Direccion: Ca
Teléfono: 5

\'4 2/5
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Ministerio del Ambiente, Agua
y Transicién Ecolégica
Grupo
R - Tipo de
Biol Descri .
R:::Igel:::; : Serpeion Equipamiento
Magnoliopsida | EQUIPOS PARA RECOLECCION , ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE Eq“"” o
aboratorio
INCLUYE: GPS, LIBRETA DE APUNTES, CAMARA FOTOGRAFICA, FUNDAS S
Magnoliopsida | PLASTICAS, GUANTES, MASCARILLAS. ENTRE LOS EQUIPOS SE PREVEELUSO | 3P0 en

DE UN CROMATOGRAFO, ROTAVAPOR, LIOFILIZADOR.

13.- COLECCIONES NACIONALES DEPOSITARIAS DEL MATERIAL BIOLOGICO

Magnoliopsida Herbario Escuela superio Técnica del Chimborazo

14.- RESULTADOS ESPERADOS

Efecto antiinflamatorio de los geles elaborados con extracto hidroalcohdlico de Ageratum
conyzoides

15.- CONTRIBUCION DEL ESTUDIO PARA LA TOMA DE DESCICIONES A LA
ESTRATERGIA NACIONAL DE BIODIVERSIDAD 2011-2020.

METAS DESCRIPCION

Resultado04. 18Ecuador ha establecido un régimen de El estudio se fundamenta en buscar nuevas alternativas terapeuticas
proteccién, preservacion y promocion del conocimient antiinfl rias, con el fin de reducir costos, evitar efeclos secundarios
tradicional, los saberes ancestrales y expresiones culturales de ciertos medicamentos, etc. Bajo estos criterios se pretende
tradicionales pertinentes para la conservacion y uso aprovechar ciertos recursos naturaes, siempre y cuando se conserve la
sostenible de la biodiversidad. biodiversidad del Ecuador

DE ACUERDO A LAS SIGUIENTES ESPECIFICACIONES

1. Solicitud de: MAINATO COELLO KARLA MIREYA

2. Institucién Nacional Cientifica : ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
3. Fecha de entrega del informe final o preliminar: 2022/03/09

4. Valoracion técnica del proyecto: LATORRE HURTADO ERIKA GABRIELA

5. Esta Autorizacién NO HABILITA LA MOVILIZACION DE FLORA, FAUNA,
MICROORGANISMOS Y HONGOS.

6. Esta Autorizacion NO HABILITA EXPORTACION DE FLORA, FAUNA, MICROORGANISMOS
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Ministerio del Ambiente, Agua
. y Transicién Ecolégica
Y HONGOS, sin la correspondiente autorizacion del Ministerio del Ambiente y Agua.

7. Los especimenes o muestras recolectadas no podran ser utilizadas en actividades de
BIOPROSPECCION, NI ACCESO AL RECURSO GENETICO.

8. Los resultados que se desprendan de la investigacion, no podran ser utilizados para estudios
posteriores de Acceso a Recurso Genéticos sin la previa autorizacion del Ministerio del Ambiente
y Agua.

OBLIGACIONES DEL/ LOS INVESTIGADOR/ES.

9. Ingresar al sistema electronico de recolecta de especimenes de especies la diversidad
biolégica del ministerio del ambiente y agua, el o los informes parciales o finales en formato PDF,
en el formato establecido.

Con los siguientes anexos:

- Escaneado de el o los certificados originales del depésito o recibo de las muestras, emitidas
por las Colecciones Cientificas Ecuatorianas como Internacionales depositarias de material
bioldgico.

- Escaneado de las publicaciones realizadas o elaboradas en base al material biolégico
recolectado.

- Escaneado de material fotogréfico que considere el investigador pueda ser utilizados para
difusion. (se mantendra los derechos de autor).

10. Citar en las publicaciones cientificas, Tesis o informes técnicos el nimero de Autorizacion de
Recoleccion otorgada por el Ministerio del Ambiente y Agua, con el que se recolecto el material
biolégico.

11. Depositar los holotipos en una institucion cientifica depositaria de material bioldgico.

12. Los holotipos solo podran salir del pais en calidad de préstamo por un periodo no mas de un
ano.

13. Las muestras biologicas a ser depositadas deberan ingresar a las colecciones respectivas
siguiendo los protocolos emitidos por el Curador/a custodio de los especimenes.

14. Las muestras deberan ser preservadas, curadas y depositadas de lo contrario, se deberan
sufragar los gastos que demanden la preparacion del material para su ingreso a la coleccion
correspondiente.

Del incumplimiento de las obligaciones dispuestas en los numerales, 9, 10, 11, 12, 13y 14 se
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y Transicién Ecolégica
responsabiliza a MAINATO COELLO KARLA MIREYA.

DIRECTOR DE BIODIVERSIDAD
LAGLA CHIMBA BYRON ADRIAN
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ANEXO L. PERMISO DE MOVILIZACION DE LA ESPECIE VEGETAL

-

Ministerio del Ambiente, Agua
y Transicién Ecol”

AUTORIZACION DE MOVILIZACION DE ESPECIMENES DE ESPECIES DE LA DIVE
AUTORIZACION DE RECOLECTA

GUIAN°. 00187
CODIGO: MAAE-ARSFC-2021-1400

DATOS DEL SOLICITANTE
N. Identificacién: 0605501428
Nombres: MAINATO COELLO KARLA MIREYA

DATOS DEL RESPONSABLE DE LAS MUESTRAS O ESPECIMENES A TRANSPORTAR

N° de C.I/ Pasaporte Nombres y Apellidos Nacionalidad Transportista

QUISPILLO MOYOTA JOHN "

0603945403 MARCOS Ecuatoriana No
MAINATO COELLO KARLA ; .

0605501428 MIREYA Ecuatoriana Si

ORIGEN
Provincia
CHIMBORAZO

Tipo de Transporte: Terrestre

DESTINO

Provincia Canton Parroquia

CHIMBORAZO RIOBAMBA RIOBAMBA

Centro de Tenencia: Herbario Escuela superio Técnica del Chimborazo

FECHA DE MOVILIZACION
Desde: 2021-08-19 I Hasta: 2021-08-19

MATERIAL BIOLOGICO A MOVILIZAR

Especie Tipo de Muestra Numero Muestra Lote Muestra

Plantae-Asterales-
Magnoliopsida-Ageratum- hojas, tallos flores 3 N/A
Ageratum conyzoides
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UNIDAD DE PROCESOS TECNICOS Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y
DOCUMENTAL

REVISION DE NORMAS TECNICAS, RESUMEN Y BIBLIOGRAFIA

Fecha de entrega: 18/ 04/2022

INFORMACION DEL AUTOR/A (8S)

Nombres — Apellidos: Karla Mireya Mainato Coello

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias

Carrera: Bioquimica y Farmacia

Titulo a optar: Bioguimica Farmacéutica

f. Analista de Biblioteca responsable: Ing. Leonardo Medina Nuste MSc.
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