ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
ANTIINFLAMATORIA DE LA COMBINACION DE TINTURAS A
BASE DE MATICO (Eupatorium glutinosum) Y ACIBAR DE SABILA

(Aloe barbadensis)”

Trabajo de titulacion presentado para optar al grado académico de:

BIOQUIMICA FARMACEUTICA

AUTORA: PAULINA ALEXANDRA NUNEZ SANCHEZ

TUTORA: DRA. SUSANA ABDO LOPEZ

Riobamba — Ecuador

2016



©2016, Paulina Alexandra NUfiez Sanchez

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

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



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

El Tribunal de Trabajo de titulacion certifica que el trabajo de investigacién: “EVALUACION
DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIINFLAMATORIA DE LA COMBINACION
DE TINTURAS A BASE DE MATICO (Eupatorium glutinosum) Y ACIBAR DE SABILA (Aloe
barbadensis)” de responsabilidad de la sefiorita egresada Paulina Alexandra Nufiez Sanchez, ha
sido prolijamente revisado por los Miembros del Tribunal del Trabajo de titulacion, quedando

autorizada su presentacion.

FIRMA FECHA

Dra. Susana Abdo Lépez

DIRECTORA DE TRABAJO

DE TITULACION

BQF Fausto Contero Bedoya

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

BQF. Diego Vinueza Tapia

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

DOCUMENTALISTA

SISBIB ESPOCH




DECLARACION DE AUTENTICIDAD

Yo, PAULINA ALEXANDRA NUNEZ SANCHEZ, declaro que el presente trabajo de titulacion
es de mi autoria y que los resultados del mismo son auténticos y originales. Los textos constantes

en el documento que provienen de otra fuente estan debidamente citados y referenciados.

Como autor, asumo la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este trabajo de
titulacion.

Riobamba, 04 de abril del 2014

PAULINA ALEXANDRA NUNEZ SANCHEZ

C.1. 180421661-0

DEDICATORIA

iv



A Dios que me ha dado la vida y ha puesto en mi la fuerza y sabiduria para no dejarme caer ante
las adversidades.

A mi madre, el pilar de mi vida la persona que desde que me trajo al mundo ha luchado de manera
incansable para hacer de mi la mujer que ahora soy.

A mi padre, que a pesar de la distancia me apoyado, y ha brindado su carifio con el fin de que yo
cumpla mi meta.

A mi hermano, que desde el dia que lo tuve entre mis brazos ha sido mi inspiracién para culminar
con éxito mis objetivos.

A mi tia Haydee, que con su carifio ha sabido ser un apoyo en mi largo camino por ser su orgullo.

A mi mejor amiga, que durante todos mis afios de formacion profesional estuvo a mi lado
brindandome un apoyo incondicional.

A mi familia, quienes con sus palabras de aliento han ayudado a que siga escalando peldafios.

A mis amigos, mi segunda familia con quienes he vivido momentos increibles durante este
tiempo.

AGRADECIMIENTO



En primer lugar agradezco a Dios, por cuidarme durante todo este camino, y darme la fuerza 'y
sabiduria para superar los problemas y obstaculos que se me han presentado a lo largo de mi
trayectoria por obtener mi titulo profesional; por sus bendiciones y por la vida misma que me ha
otorgado.

A la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo por permitir que dentro de sus aulas mis

maestros supieran impartir sus conocimientos, para una excelente formacion académica

Al Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica, en especial a la Blga. Erika Sanchez, por
su apoyo Y la gestion brindada para la obtencién de los animales de experimentacion utilizados

en el presente trabajo de investigacion.

Agradezco de manera infinita a mi tutora de Tesis Dra. Susana Abdo por confiar en mi y
permitirme ser parte de su investigacién; al BQF. Diego Vinueza por el apoyo brindado a lo largo

del desarrollo de este trabajo porque ha sabido ser un excelente guia profesional

El més fiel agradecimiento a mi madre, una mujer luchadora que con esfuerzo y sin reniegos supo
guiarme por el mejor de los caminos, estuvo presente en cada uno de mis logros, siempre
apoyandome con paciencia y amor, secando mis lagrimas, y evitando que caiga en el
conformismo, haciendo de mi una mujer con valores y responsable; haciéndome ver mis faltas y

corrigiéndolas.

A mi tia Haydee, le agradezco cada uno de sus cuidados que me brind6 desde pequefiita, su

compaiiia, sus ganas de escucharme y su interés por cada una de mis actividades.

A mi mejor amiga por ser la persona que me ha sabido comprender durante tantos afios, quien ha

soportado a mi lado problemas, malos ratos y ha sabido celebrar conmigo cada uno de mis logros.

A mis amigos que hasta el dia de hoy han sido las personas que a pesar de las dificultades y los

problemas, siempre estan avidos por tender una mano.

INDICE

Vi



INDICE DE FIGURAS.......cootiiitsiteiiste ettt viii

INDICE DE TABLAS. ...ttt sas s esa st IX
RESUMEN ... e Xi
SUMMARY . s Xii
INTRODUGCCION ..ottt 1

CAPITULO |

1. MARCO TEORICO ... ovoeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseesessevsevsessesss e sesesesnssse s seesssesssasseessenees 4
1.1. ACtIVIAAd @NEIOXIAANTE.........ooveeeeeeeceeeeceeee ettt e arasenas 4
L1, ESHES OXITALIVO ....oveeeeeiieeeeceeeeeee ettt ettt s s sss s seens 4
1.2.1.  Actividad antiinflamatoria............coeeveviieieeeccecceeeee et 8
1.3. THNEUFBS ..ottt ettt ettt st et st et et et et et s s aessse st s et et et etetetetenesessesssssasans 11
1.3.2.  Planta MEAICINGL..........cooveveveeeeeteeeeeeee ettt ettt eaenne 12
1.4. ANIMAl dE [aD0TATOTIO.........eceiececeieeeceeeeeee ettt ettt et ne e 19

CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS........oooiiieieiieeiieiessesesses st esissessesss s seses s, 21
2.1. Lugar de 1a INVESTIGACION .........c.ceveveveriiieieeeeevee ettt 21
2.2. Recoleccidn del material VEgetal.............ccevevieveeieeierereeeeeee e 21
2.3. REACHIVO BIOIOGICO........oveieieieveveteveieieeete ettt et s s aene 21
2.3.1.  DESCIIPCION ..ottt sttt et bbb et ettt s s s anaee 22
2.3.2. CONGICIONES ..ottt ettt ettt 22
2.4, Materiales, eqQUIPOS Y FEACTIVOS .......ceevieieiererieieieisiicee sttt 22
241, Material VEQELAL..........ccoeviiiiriiiceee ettt bbb 22
2.4.2.  Material BiOIOGQICO ........ccvivevieieeiicieeee et 22
243, MALEIIAIES ...t 23
244, EQUIPOS ...ttt ettt bbbt b st a bbbt b s aee 24
245, REACLIVOS ...ttt ettt 25
2.5. TECNICAS Y MEBLOUOS........ooevvveve ettt s bt snas 26
2.5.1.  Comprobacion taXONOMICA. .........cccvuwueuiuririiirieireeis ettt sse s 27
2.5.2.  Tratamiento del material VEQELal .........cocoveeveiriiiriiiieeee e 27

CAPITULO 1l

3. RESULTADOS Y DISCUSION .....oeveveeeeeveeeesseeseosseeesessssssessosssseesssssssseessssssssessssss 37
3.1 Control de calidad de tINTUFA............cceurrerrieeee s 37
3.1.2 Control de calidad Organ0IEPLICO..........cceueieuriieirieee e 37
3.1.3.  Control de calidad fiSICO QUIMICO.........coeueurieiririeieiee e 38



3.1.4.  Control de calidad MiCrobiOlOQICO .........cevrieueiriieieiieieeee e 40
3.1.5.  Andlisis cromatografico de las tinturas de Acibar de sabila (Aloe barbadensis) y
matico (Eupatorium glUtiNOSUM) ..........cevevereiieieieieeierereeisiise ettt 40
3.1.5.1. Cromatografia en capa fina de tintura de acibar de sabila (Aloe barbadensis) .............. 40
3.1.5.2. Cromatografia de capa fina de Matico (Eupatorium glutinosum)...........ccccceeenerieeneenee 42
3.1.6.  Cuantificacion de Fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteau.................c......... 43
3.1.7.  Cuantificacion de flavonoides tOtales. ...........ccevveverreririierisisesiee s 45
3.1.8.  Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres mediante el método de
DIPPH ..ottt 46
3.1.9.  Actividad antiinflamatoria............cccovvruriieririresieee e 47
CONCLUSIONES. ..ottt sttt e e e s e neetessestesteste e e e eneane e 50
RECOMENDACIONES. ...ttt sttt sttt e e neene e 51
BIBLIOGRAFIA
ANEXOS

INDICE DE FIGURAS

viii



Figura 1-1....Factores que incrementan el estrés oXidativo............o.vuiviuininiiininiinininennnn 5

Figura 2-1.....Estructura base de un compuesto fendlico...........coovvviiiiiiriieiieeieeeeen, 7
Figura 3-1....Fases de lainflamacion...............ccoiiiiiiii i 10
Figura 4-1....Planta de Aloe vera barbadensis..............cooiiiiiiiiii 13
Figura 5-1....Estructura quimica de aloina...............c.ooviiiniiiiiiiiee e 17
Figura 6-1....Planta de matico (Eupatorium glutinosum).............ccoooviviiiiiiiiiiiiieene, 17
Figura 7-1....Estructura quimica de quercetina................oooiuiieiiiiniiiii e iies 20
Figura 8-1.... Rata (RAttUs NOIVEIQICUS). . ....outriieiiee et 21
Figura 1-2....Protocolo de recoleccion de acibar de sabila..................ooiiiiiiiiiiinn.... 28
Figura 2-2....Protocolo de limpieza, desinfeccion y molienda de Eupatorium glutinosum......28
Figura 3-2....Protocolo de preparacion de extractos. ...........coovvviiiiiiiiiiiii e, 29
Figura 4-2....Protocolo de control de calidad de inturas..................c.ocoiiiiiiiiiiie, 29
Figura 1-3....Cromatografia en capa fina de tintura de acibar de sébila............................ 42
Figura 2-3....Cromatografia de capa fina tintura de matico (Eupatorium glutinosum)........... 44

INDICE DE TABLAS



Tabla1-2...
Tabla 1-3...
Tabla 2-3...

Tabla 3-3....
Tabla 4-3....

Tabla 5-3...
Tabla 6-3...
Tabla 7-3..
Tabla 8-3...

Tabla 9-3....

Tabla 10-3..
Tabla 11-3..
Tabla 12-3..
Tabla 13-3..

INDICE DE

.Definicion de los grupos para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria.......35

.Determinacion de caracteristicas organolépticas de tinturas vegetales............... 38
.Determinacidn de densidad relativa de tinturas vegetales............................. 39
Determinacion de pH de tinturas vegetales. .............cccooviiiiiiiiiiiiiii 39
Determinacion del indice de refraccion de tinturas vegetales.......................... 40
.Determinacidn de solidos totales de tinturas vegetales..................ccccceeeeennnnne 40
.Andlisis microbiologico de tinturas vegetales................coceiiiiiiiiiiiii 41

..Presuntos compuestos identificados en la tintura de acibar de sabila................ 43
.Resultados de la cuantificacion de fenoles totales...............ccoeviiiiniiiiinnnn, 45
Resultados de la cuantificacion de flavonoides...............ccoeviiiviiinininiinnn.. 46
.Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres......................... 47
.Determinacion de la eficiencia antiinflamatoria de tinturas vegetales............... 48
..Homogeneidad de varianzas.................oooiii i 49
TeStANOVA de UNn Factor. ... ..o.vuieiiii e, 49
ANEXOS



ANEXO A Tinturas de acibar de sdbila (Aloe barbadensis) y Matico (Eupatorium glutinosum)
ANEXO B Medicion de PH de tinturas

ANEXO C Determinacién de sélidos totales de tinturas vegetales

ANEXO D Control de calidad organoléptico de las tinturas

ANEXO E Control de calidad organoléptico de las tinturas

ANEXO F Control de calidad microbiol6gico Aerobios mesofilos

ANEXO G Cromatografia Capa Fina

ANEXO H Cromatografia tintura de acibar de sébila (Aloe barbadensis) lampara UV
ANEXO I  Cromatografia capa fina de matico (Eupatotium glutinosum)

ANEXO J Cromatografia tintura de acibar de sabila (Aloe barbadensis)

ANEXO K Soluciones de &cido galico para curva de calibracion de cuantificacion de fenoles
totales

ANEXO L Filtracion de tintura de acibar de sabila
ANEXO M Ensayo DPPH tinturas

ANEXO N  Materiales y soluciones para evaluacion de actividad antinflamatoria en edema
plantar inducido por carragenina

ANEXO O Cuidado y mantenimiento de animales de experimentacion
ANEXO P Animal de experimentacién rata (Rattus norvergicus)

ANEXO Q Induccion de solucion de carragenina al 1% en suero fisiolégico
ANEXO R Medicion de volumen de la pata posterior derecha inflamada
ANEXO S Administracion via oral de tinturas

ANEXO T Acta de entrega — recepcién de animales de experimentacion por parte del Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica

RESUMEN

Xi



Se evalud la capacidad antioxidante y antinflamatoria de la combinacion de tinturas a base de
matico (Eupatorium glutinosum) y acibar de sabila (Aloe barbadensis). Las tinturas se elaboraron
mediante maceracién con alcohol al 40% para para acibar de sébila y al 38% matico, a partir de
estas se prepararon combinaciones en diferentes proporciones: 30:70, 50:50, 70:30
respectivamente. Se realizd el control de calidad fisico, quimico y microbioldgico. Se realizd
cromatografia de capa fina (TLC). Con el uso de técnicas espectrofotométricas se cuantifico el
contenido de fenoles y flavonoides totales. La evaluacion de la capacidad antioxidante se realizd
mediante el ensayo con el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH™); se us6 como antioxidante
estandar acido gélico. Los resultados fueron expresados como concentracion inhibitoria media
(CIM). La actividad antiinflamatoria fue evaluada mediante la induccion de edema plantar con
carragenina, a 21 ratas (Rattus norvergicus), divididas en siete grupos, se administr6 300mg/kg
de tintura a cada animal, se midié el volumen de la inflamacion desde las 0 a 6, los resultados
fueron analizados con la herramienta estadistica ANNOVA y Tukey. De la cuantificacion de
fenoles se obtiene que la tintura acibar de sabila 30% matico 70%, posee la mayor cantidad con
7.417mgGAE/mL; la tintura de matico la concentracién mas alta de flavonoides con 0.457mg
equivalentes de quercetina/mL. La tintura con mayor actividad antioxidante es la tintura de matico
con 2085.46 pg/ml que posee la menor CIM. En cuanto a la actividad antiinflamatoria se define
a la tintura de matico como la que presenta mayor actividad con un % de eficiencia de 39.386%,
valor menor al arrojado por el control positivo. Se concluye que las tinturas madres y las
combinaciones no presentan una buena actividad antioxidante ni antinflamatoria debido a que sus
concentraciones son elevadas para producir un efecto. Se recomienda evaluar los extractos

etanolicos de las tinturas evaluadas, para mejorar su efecto.

Palabras clave: <ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE>, <ACTIVIDAD AINTINFLAMATORIA>,
<MATICO [Eupatorium glutinosum] >, < ACIBAR DE SABILA [Aloe barbadensis]>, <2,2-
difenil-1-picrilhidrazil [DPPH]>, <FITOQUIMICA>

SUMMARY
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Antioxidant and anti-inflammatory capacity of the combination of tinctures based matico
(Eupatorium glutinosum) and aloe vera acibar (Aloe barbadensis) is analyzed. Tinctures are
produced by maceration with 40% alcohol aloe vera acibar and 38% matico, from these
combinations were prepared in different proportions: 30:70, 50:50, 70:30 respectively. A control
of physical, chemical and microbiological quality was performed; the cromografia of thin layer
(CTL) was performed. With the use of spectrophotometric techniques and the phenol content it
was quantified total flavonoids. Evaluation of the antioxidant capacity test was performed by the
radical 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH *); It was used as standard antioxidant gallic acid.
The results were expressed as mean inhibitory concentration (MIC). The anti-inflammatory
activity was evaluated by inducing plantar edema carrageenan, 21 rats (Rattus norvegicus),
divided into seven groups, 300 mg / kg of dyeing was administered to each animal, the amount of
inflammation was measured from 0 to 6, the results were analyzed with the ANNOVA and Tukey
statistical tool. Quantification of phenols is obtained aloe vera acibar tincture 30% matico 70%,
has the highest number with 7,417mgGAE/mL; dyeing matico and the highest concentration of
flavonoids with 0.457 mg equivalents of quercetin/mL. Tincture more antioxidant activity is the
tincture of matico with 2085.46 g / ml which has the lowest CIM. As for the anti-inflammatory
activity it is defined dyeing matico as presents a higher activity with 39.386% efficiency, less
than thrown by the positive control value. It is concluded that mothers and combinations tinctures
not have good antioxidant and anti-inflammatory activity because their concentrations are high to
produce an effect. It is recommended to evaluate the ethanol extracts of dyes evaluated, to enhance
its effect.

KEYWORDS: <ANTIOXIDANT ACTIVITY>, <ANTI-INFLAMATORY ACTIVITY>,

<MATICO [Eupatorium glutinosum]>, <ALOE VERA ACIBAR [Aloe barbadensis|, < 2.2-
difenil-1-picrilhidrazil [DPPH*]>,< PHYTOCHEMICAL>.
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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos el ser humano ha hecho uso de las plantas medicinales para curar todo
tipo de afecciones, y es uno de los recursos méas valiosos con los que cuenta el sistema de salud.
Aunque las plantas no hayan sido investigadas y valoradas exhaustivamente su uso popular hace
de ellas la base para el descubrimiento de nuevos y modernos principios activos que ayuden al
mejoramiento de los problemas de salud que atacan a la poblacion (BERMUDEZ, et al., 2005, pp. 453-
459).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), apoya el uso de la medicina alternativa o tradicional
siempre y cuando, la terapia a utilizarse haya demostrado presentar antecedentes Utiles para tratar

una determinada patologia, y el riesgo que corra el paciente sea minimo.
(OMS, 2004)

La atencion primaria de salud de hasta un 80% de la poblacion de los paises en desarrollo se basa
en la medicina tradicional, por practica cultural o porque no existen otras opciones. En paises de
mejores recursos su habitantes hacen uso de los remedios naturales debido a su origen son inocuos
y menos perjudiciales para la salud, sin tomar en cuenta que al incrementar el uso de terapias
alternativas o tradicionales, han aparecido de forma proporcional informes que detalla reacciones

adversas producidas por el consumo y uso de este tipo de medicina. (OMS, 2004)

Las propiedades de las plantas medicinales vienen dadas debido a la presencia de diversos
metabolitos secundarios como: alcaloides, polifenoles, flavonoides, saponinas, taninos, entre
otros, los mismos que al presentar actividad bioldgica, son usados en sintesis de nuevos farmacos

o fitofarmacos. (WAIZEL-BUCAY, 2011, pp. 61-75)

El enfoque al estudio de productos naturales, se basa en la aplicacion terapéutica en fitofarmacos,
es una de las opciones que el pais tiene para contribuir al cambio de la matriz productiva, y ayudar
al buen vivir de la poblacion ecuatoriana debido a que con la generacion de propios
medicamentos, disminuiria la importacion de medicina extranjera, generando menos fuga de

divisas a nivel nacional.

Dentro de las investigaciones mas sobresalientes se toma como tema principal la basqueda de
nuevas soluciones a la problematica de la infinidad de enfermedades producidas por el estrés
oxidativo producido a causas ambientales, al consumo de contaminantes o inclusive a

consecuencia de nuestro propio organismo, el mismo que genera una produccion excesiva de
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radicales libres, que tiene la capacidad de dafiar al organismo dando lugar a enfermedades
catastroficas como el céncer, diabetes; ateroesclerosis, artritis, demencia, entre otros; para
contrarrestar el efecto de los radicales es muy conocido que una dieta balanceada con un elevado
consumo de frutas y verduras, las mismas que disminuyen la incidencia cronico degenerativa del

organismo. (CASTANEDA & IBANEZ, 2008, pp. 56-72)

Ademas de este tipo de enfermedades es muy comun en nuestra sociedad, presentar padecimientos
inflamatorios, siendo estos aquellos originados por el sistema inmunolégico de un organismo,
debido al dafio causado a sus células y tejidos vascularizados por patégenos bacterianos y por
cualquier otro agresor de naturaleza biol6gica, quimica, fisica 0 mecénica, la misma que implica
un gasto enorme de energia metabdlica, las mismas que en ocasiones suelen producir
enfermedades de tipo degenerativas como artritis, arterioesclerosis o inclusive cancer;
enfermedades que anteriormente fueron mencionas al ser causadas a causa de estrés oxidativo.
(BARRENO, 2008, pp. 91-159)

Los AINEs (Anti Inflamatorios no esteroidales), se encuentran dentro del grupo de medicamentos
mas prescritos a nivel mundial, estos medicamentos en dosis Gnicas 0 como terapia a corto plazo
proveen adecuada analgesia en la reduccion del dolor leve a moderado, pero de la misma forma
su abuso puede provocar trastornos gastrointestinales, de los cuales se puede derivar problemas
de Ulcera péptica o sangrado intestinal severo, debido a g su mecanismo de accion interfiere en la
produccién y liberacién de prostaglandinas disminuyendo asi el efecto protector de la mucosa

gastrointestinal de estas sustancias. (HALL, et al., 2001, pp. 4-8)

Por este motivo es necesario que se hagan investigaciones en las cuales se establezcan qué tipo
de nuevos compuestos sintetizados por las plantas, pueden provocar un efecto similar al ejercido
por compuestos de sintesis quimica pero con efectos adversos reducidos, por este motivo el
presente trabajo de titulacion, se enfoca a la evaluacién de tintura a base de acibar de sabila (Aloe
vera barbadensis) y Matico (Eupatorium glutinosum), las mismas que mediante estudios
anteriormente realizados poseen una actividad cicatrizante muy eficaz, y al tener relacion con la
disminucién de inflamacion es necesario de estudiar su efecto como antiinflamatorio y

antioxidante.

Desde hace tiempo atras se han venido realizando estudios de la flora ecuatoriana atribuyendo a
una infinidad de especies diversas propiedades; estudios realizados anteriormente dentro de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia han obtenido resultados previos del uso de plantas medicinales

como parte de estudios encargados de evaluar la cicatrizacion por castracion en lechones dénde



si obtuvo que las tinturas de acibar de sébila cicatrizaron las heridas en un total de 12 dias, la
tintura de matico en 13 dias y su combinacion dio como resultado la cicatrizacion en tiempo de
10 dias, que al realizar la comparacion con el cicatrizante de uso habitual eterol, reportaron una

diferencia promedio de 12 dias menos en terminar de cicatrizar las heridas. (Basantes, 2009)

Al incidir la superficie de las hojas de las distintas especies de Aloe, se obtiene un jugo viscoso
de color amarillo y sabor amargo llamado Acibar, contiene del 40% al 80% de resina, y hasta un
20% de aloina, glucosido antraquinonico, que aplicado sobre la piel resulta ser uno de los mejores
remedios para los cortes, heridas, llagas, Ulceras, quemaduras, picaduras de insectos, dermatitis,

acné juvenil, etc. (INSTITUTO NACIONAL DE ECOLOGIA, 1994)

El Matico (Eupatorium glutinosum) es una planta medicinal, cuyos beneficios para el ser humano
son muy conocidos ya que ha sido usado tradicionalmente para tratar afecciones respiratorias,
contusiones, luxaciones, conjuntivitis, antidiabético, sedante, antiinflamatorio, cicatrizante, entre
otras propiedades atribuidas a la gran cantidad de metabolitos secundarios que presenta en su

composicién quimica. (PEREIRA, 2012)

Para poder realizar ciertas investigaciones es necesario realizar una investigacion in vivo de la
actividad antinflamatoria de las tinturas de Matico (Eupatorium glutinosum) y acibar de sabila
(Aloe vera barbadensis), mediante edema inducido por carragenina, en modelos bioldgicos, el
trabajo con animales de experimentacion, debe incluir valores éticos y morales brindando al

animal bienestar, es decir que exista un buen manejo de su entorno. (CONCEPCION, et al., 2007)

CAPITULO I



1. MARCO TEORICO

1.1, Actividad antioxidante
1.1.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se ha definido como la exposicién de la materia viva a diversas fuentes que
producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre sustancias o factores pro oxidantes y
los mecanismos antioxidante encargados de eliminar dichas especies quimicas ya sea por déficit
de estas defensas o por un incremento exagerado de especias reactivas de oxigeno, esta accion
genera como consecuencia alteraciones entre la estructura y funcién de cualquier 6rgano, y se

asocia a este problema como un mecanismo generador de dafio celular. (VENEREO, 2002, pp. 123-
133)

El término especies reactivas hace referencia a dos tipos de moléculas formadas directamente
como resultado del metabolismo celular y se encuentran representados por las especies reactivas
de oxigeno (ROS) y por las especies reactivas de nitrogeno (RNS), cuyo origen deriva de procesos
fisiol6gicos comunes o patol6gicos, ademas de estas especies se pueden derivar especies reactivas
de cloroy bromo pero las ROS y RNS son principalmente los dos grupos implicados en la biologia
de Oxido reduccién. (CORRALES, 2012, pp. 132-150)

El estrés oxidativo al ser severo puede causar muerte celular, o a su vez una oxidacién moderada
puede desencadenar en apoptosis, mientras al ser esta intensa puede causar necrosis celular. Para
mantener el equilibro oxidativo es necesaria la participacion de enzimas que mantiene el estado
reducido a través de un contante aporte de energia metabdlica evitando de esta forma que se dé
una sobre produccion de peroxidos y radicales libres que causen dafio a los componentes celulares

incluyendo proteinas, lipidos y el ADN. (FINA, 2009)

Los problemas mas habituales considerados por estrés oxidativo se encuentran relacionados con
diversas enfermedades como ciertos tipos de cancer, enfermedad cardiovascular, obesidad,
diabetes, enfermedad de Alzheimer, enfermedades oculares, lupus entre otras; de todas estas
enfermedades el efecto pudo ser contrarrestado mediante un equilibrio entre el estrés oxidativo y

los niveles de antioxidantes consumidos. (UNIVERSITY OF MICHIGAN, 2012)
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1.1.1.1. Radicales libres

Los radicales libres son aquellas especies quimicas, cargados 0 no, que en su estructura anatomica
presentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo, dotando a esta molécula de
caracteristicas inestables y altamente reactivas, y posee una vida efimera ya que tiene una vida
media de microsegundos. Tiene una capacidad elevada de reaccionar con todo lo que se encuentra
a su alrededor provocando dafio en moléculas, membranas celulares y tejido (SUWALSKY &
AVELLO, 2006, pp. 161-172) S.

Los radicales libres son producidos por diferentes mecanismos dentro de los que se encuentran la
cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en
los cloroplastos; reacciones de oxidacion que producen dafio tisular, al interactuar con los

principales biomoléculas del organismo. (VENEREO, 2002, pp. 123-133)

Estas especies reactivas de oxigeno no son completamente dafiinas para el organismo ya que
cumplen también con una funcion fisiolégica como la fagocitosis, favorecen la sintesis de:
colégeno, prostaglandinas; activan las enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis de
catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la biomembrana y favorecen la

quimiotaxis. (VENEREO, 2002, pp. 123-133)



Ademas las especies reactivas de nitrdgeno son descritas como las responsables de proceso de
contraccion del masculo liso en las células que componen el endotelio de los vasos sanguineos y

actualmente han sido involucradas en los procesos de regulacion del metabolismo de las neuronas.
(GUITIERREZ, 20086, pp. 69-73)

1.1.1.1.1.0rigen de los radicales libres.

El principal origen de los radicales libres viene dado por el metabolismo celular, el mismo que es
llevado a cabo dentro de la mitocondria, por las diversas reacciones redox, realizadas por las
enzimas como la NADHP oxidasa, lipooxigenasas, ciclooxigenasa y peroxidasas, dicho esto el
metabolismo celular genera de manera enddgena radicales libres; dénde no existe un problema

grave cuando existe equilibrio entre compuestos antioxidantes que neutralicen su efecto.
(OLIVARES & CABRERA, 2010, pp. 10-15)

El problema radica cuando existen la presencia de radicales libres de tipo exdgeno, los mismos
que son producidos por el organismo al momento de consumir alimentos con alto contenido de
grasa, alimentos procesados como lo son los embutidos, el consumo de fritos o asados y con
conservantes, el consumo excesivo de alcohol, la exposicion a diversos quimicos o contaminantes
del medio ambiente dentro de los que se puede mencionar el smog, el humo de tabaco, agua
clorada, entre otros. También son causantes de la produccidn de radicales libres las radiaciones
ionizantes (rayos X, luz ultravioleta), hiperoxia, exceso de ejercicio, isquemia, e inclusive durante

la digestion de los alimento, y la exposicion prolongada a altas temperaturas. (REQUENA, 2007)

1.1.1.1.2.Efectos nocivos de los radicales libres

Por su alta reactividad quimica, son especies que atacan principalmente a moléculas que en su
estructura contengan dobles enlaces carbono-carbono o anillos de carbono; por ello las moléculas
de aminodcidos, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos son el principal blanco al cual los

radicales libres pueden atacar, alterando fuertemente su funcion o la estructura de la célula.
(GUITIERREZ, 2006)

1.1.1.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar la oxidacion de un sustrato oxidable,
actuando como un agente reductor o donador de electrones, es decir contrarrestan la accion de los
radicales libres, evitando cualquier tipo de dafio a nivel celular. En el organismo durante el
metabolismo normal del cuerpo produce sustancias antioxidantes propias como el glutation,

ubiquinol, y &cido Urico. Otros tipos de antioxidantes se encuentran la dieta. (ALOMAR, 2013)



1,1,1,2,1,Antioxidantes naturales

En condiciones fisioldgicas, el sistema de defensa antioxidante humano que incluye, la
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPx), glutation (GSH) y
otros, permite la eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en exceso. Sin embargo,
nuestros sistemas de defensa enddgenos estan incompletos sin compuestos antioxidantes
exogenos tales como la vitamina C, la vitamina E, carotenoides y polifenoles, que juegan un papel
esencial en muchos mecanismos antioxidantes en organismos Vvivos. (BOUAYED J., 2010, pp. 223-
227)

1.1.1.3. Compuestos fendlicos

Los fenoles son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
aproximadamente en la naturaleza comprenden alrededor de 8000 compuestos, 10s mismos que
se encuentran en todas las partes de la planta y en dependencia del ciclo vegetativo su
concentraciéon aumenta o disminuye. Son compuestos que intervienen en la asimilacién de
nutrientes, sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, alelopatia y la defensa en

factores adversos del ambiente. (PALADINO, 2002)
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Figura 2-1 Estructura base de un compuesto fendlico
Fuente: AEFA, 2015

1.1.1.3.1.Actividad biolégica de compuestos fendlicos

Dentro de las actividades que poseen los compuestos fendlicos se pueden mencionar acciones
antihelminticas, antihepatotoxicas, antinflamatorias, antidiarreicas, anti Ulcera, antivirales,
antialérgicas, y vasodilatadoras. La actividad antioxidante de los fenoles es el origen de funciones
bioldgicas tales como la antimutagénica, anticancerigena y antienvejecimiento. Al ser altamente
abundantes en las frutas y verduras, hace que una dieta balancead con un alto consumo de estas
sea un apoyo para prevenir enfermedades. (PALADINO, 2002)

1.1.1.4. Espectrofotometria



La espectrofotometria es uno de los métodos de andlisis més usados, y se basa en la relacion que
existe entre la absorcion de la luz por parte de un compuesto y su concentracion. En los
fotocolorimetros, fotometros y espectrofotdmetros miden la cantidad de radiacion absorbida por
una sustancia, considerandolas a estas como filtros de retencion de radiacion, por ello, en los

fotocolorimetros y fotometros sencillos ain se utilizan filtros de comparacién. (MOREANO, 2011)

1.1.1.4.1.Espectrofotometria UV- visible

Es una técnica analitica que permite determinar la concentracion de un compuesto en solucién,
eso se basa en que las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez que la
cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracion. Para realizar estas
mediciones se suele ajustar la longitud de onda a la cual la sustancia problema presente pico (DIAZ,

etal., 2008, pp. 1-8).

1.2.1. Actividad antiinflamatoria

1.2.1.1. Inflamacién

La inflamacion es la respuesta, del sistema inmunoldgico de un organismo, al dafio causado a sus
células y tejidos vascularizados por patdgenos bacterianos y por cualquier otro agresor de
naturaleza bioldgica, quimica, fisica 0 mecanica. (Barreno, 2008, pp. 91-159)

La respuesta inflamatoria es benéfica si es breve y se localiza en el sitio del dafio; por lo contrario,
se toma patogénica, si tiene una extension o duracion excesivas.
La inflamacion tiene como objetivos localizar el proceso inflamatorio, remover el agente causal,

y reparar el area dafiada. La inflacion posee las siguientes fases:

a) Quimiotaxis. Se refiere a la migracion de células a lo largo de un gradiente de concentracion
de una molécula atrayente, de esta forma las células llegan y se acumulan las células en el
sitio dafiado, las primeras células en llegar a la zona afectada son las primeras en llegar y ser

activadas y asi promover la inflamacién.

b) Aumento del didmetro vascular. Inducido por histamina, bradicinina, eicosanoides,
tripasas, sustancias secretadas por mastocitos locales, basofilos y las células endoteliales
activadas, aumentan el flujo de sangre hacia el area inflamada generando fiebre y

enrojecimiento de la zona.



c) Aumento de la permeabilidad vascular. Para el paso de liquido y proteinas se requiere
dilatacion capilar, la distension de los tejidos y la accion de bradicinina originan dolor.

d) Adherenciay rodamiento celular. Se da la unién entre neutréfilos y células selectivas, los
leucocitos migran sobre las células endoteliales de las vénulas postcapilares, y lo hacen a una
velocidad de 40 um por segundo. Se induce la produccién de sustancias que eleven la
expresion de los ligandos como el TNF

e) Estimulacion de la via extrinseca de la coagulacion. Esta etapa se desarrolla
simultdneamente a las etapas anteriores, terminando esta fase con la formacion de fibrina 'y
un estado pro-coagulante, para impedir que los gérmenes de la zona afectada se desplacen y

llegue a la circulacién sanguinea.
f) Transmigracion. Se denomina asi a la migracion de los leucocitos hacia el foco infeccioso

o lesionado. Esto se da a través de su paso por las uniones intercelulares y son guiados por
sefiales quimiotratantes. (Robledo, 2008, pp. 220-222)

FASES DE LA INFLAMACION
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Figura 3-1 Fases de la inflamacion



Fuente: Burgos & Moreira, 2015

1.2.1.2. Clasificacion de la inflamacion

La inflamacion principalmente puede clasificarse en:

Agudas. Su periodo de duracién es corto e inicia de manera inmediata, se produce una

vasodilatacion de la zona afectada, aumenta la permeabilidad capilar e infiltracion leucocitaria.
(Castro, 2011)

Cronica. Se considera a una inflamacién crénica cuando esta persiste por semanas y meses,

donde se puede producir dafio tisular, inflamacion activa y una intensidad de reparacion alta.

1.2.1.3. Antiinflamatorios

Su mecanismo de accion se basa en la inhibicién de la enzima ciclooxigenasa que es el paso
previo de la via de sintesis de los prostanoides, son usados como antinflamatorios, antipiréticos y
analgésicos, pero no todas las sustancias de este grupo cumplen con todas estas tres caracteristicas
con la misma fuerza. Dentro de este grupo se pueden mencionar a los antiinflamatorios mas
conocidos como lo son el &cido acetil salicilico conocido como aspirina, ibuprofeno,
indometacina, diclofenaco, piroxicam entre otros, estas sustancias ademas posee capacidad anti
agregante por ende pueden disminuir la capacidad de las plaquetas para unirse y formar trombos,
aplicados en tratamientos de dosis Unicas o terapias a corto plazo son analgésicos con produccién

de una reduccidn del dolor leve a moderado. (PEREZ, 2012)

1.2.1.3.1.Mecanismo de accion

Inhiben la actividad de la enzima ciclooxigenasa (COX), dando lugar a la disminucién de la
formacion de prostaglandinas y tromboxanos a partir del acido araquidénico; al disminuir la
produccién de prostaglandinas se da lugar a una pérdida del dolor, una reduccién de la

inflamacion y de la fiebre, dado que estas sustancias son las responsables de los efectos

terapéuticos y adversos de estos compuesto. (HALL, et al., 2001, pp. 4-8)

1.2.1.3.2.Usos de los AINES
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Los AINES son ampliamente utilizados en el tratamiento de enfermedades reumaéticas, en la
disminucién del dolor, como tratamiento de artritis gotosa aguda para disminuir la incidencia o
severidad en los ataques agudos de gota, en la inflamacion no reumética como la tendinitis,
periartritis; son usados en la dismenorrea, en la prevencién de la migrafia asociada a la
menstruacion; en la profilaxis y tratamiento del dolor de cabeza, sindrome de Bartter, pericardis;
ademas poseen beneficios adicionales en los desordenes cardiovasculares, cancer colorectal y
enfermedad de Alzheime (HALL, etal., 2001, pp. 4-8) I.

1.2.1.3.3.Efectos adversos de los AINES

Los AINES son las sustancias altamente utilizadas y toleradas, pero sin embargo su uso
indiscriminado y su abuso pueden provocar efectos adversos potenciales, los principales efectos
adversos que presentan este grupo de sustancias esta asociado a problemas gastrointestinales,
renales y cardiovasculares, y de forma general estos efectos se encuentran asociados a las dosis
de ingesta.

El mecanismo de accion por el cual actian es el mismo que ocasiona los problemas
gastrointestinales, ya que al ser inhibida la ciclooxigenasa disminuye la sintesis de mucosa
gastrica, plaquetas, rifiones y pulmones, provocando dafio en el funcionamiento correcto de estos

organos y células anteriormente mencionados. (Leyva Islas, et al., 2007, pp. 41-45)

1.3. Tinturas

Las tinturas o extractos so sustancias liquidas que contienen las porciones medicamentosas,
separadas de las plantas por medio de liquidos que las disuelven, en este caso, el agua y el alcohol
de cafia de 96%; y tiene como ventaja ser de facil preparacion, tener las partes curativas de las

plantas y su tiempo de vida til al mantenerse en lugares frescos, secos y en envases herméticos.
(MARTINEZ, 1988)

Las tinturas tienen concentraciones de planta entre el 10% y el 50% a diferencia de los extractos
cuya concentracion es al 100%. Las tinturas de interés medicinal son las tinturas alcoholicas, estas
son obtenidas realizando una maceracion del material vegetal seco y troceado, dejandolo el

tiempo necesario para que los principios activos pasen de la planta al solvente. (AVILA, 2002)

1.3.1. Preparacion de tinturas
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Segun la farmacopea Alemana recomienda la preparacion de tinturas madres a partir de planta
fresca, pero permite el uso de planta seca cuando no sea posible; ademas que en dependencia de
la farmacopea g se vaya a utilizar, se deben cumplir las siguientes etapas: Seleccion material
vegetal, escoger el método de extraccion (maceracion/percolacion) y el solvente a usarse;
exprimir y filtrar el material vegetal al finalizar la extraccion; y, control de calidad de la tintura.
(CORADO, 2005)

1.3.2. Planta Medicinal

Se define como plata medicinal a todas aquellas que en alguno de sus Grganos contienen
principios activos, los mismos que en una dosis suficiente son capaces de generar un efecto

terapéutico en el hombre y los animales en general. (Pérez, 2008)

1.3.2.1. Aloe Vera (Aloe barbadensis)

Figura4-1 Planta de Aloe vera Barbadensis
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Fuente: Campa, 1994

1.3.2.1.1.Descripcion

Es una planta utilizada por sus diversas propiedades en todo el mundo, posee hojas elongadas,
carnosas muy ricas en agua debido a que por su habitad debe resguardar este liquido cerrando
herméticamente sus estomas durante las horas de sol es decir se vuelve impermeable; ademas de
ellos el borde de sus hojas es espinoso dentado como forma de proteccidn, puede alcanzar una
altura de 50 a 70cm, puede adaptarse a vivir en zonas con muy poca disponibilidad de agua es
decir es xerdfilas, son plantas que pertenecen a la familia de las lilidceas y existen unas 350

variedades o especies reconocidas de este género (Ferraro, 2009) 0.

Su forma de reproduccién necesariamente debe darse por polinizacion, ademas de utilizar también
la posibilidad de reproducirse mediante estolones, los mismos que nacen de la base del tallo.
(Stevens, 2006)

Las hojas son la parte méas utilizada de la planta ya que poseen tres capas donde la primera capa
0 capa interna posee un gel transparente con un contenido de 99% de agua y el 1% lo comprenden
glucomananos, aminoacidos lipidos, esteroles, y vitaminas; la capa intermedia conocida como
latex es la savia de color amarillo y sabor amargo por su alto contenido de antraquinonas y
glucésidos; y, una capa externa que tiene a ser dura debido a que le presta proteccion a la planta

y dénde se da la sintesis de carbohidratos y proteinas (Ferraro, 2009) .

1.3.2.1.2.Clasificacion cientifica

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Liliopsida
ORDEN: Liliales
FAMILIA: Liliaceas
GENERO: Aloe

ESPECIE: Aloe barbadensis
NOMBRE COMUN: Aloe vera

(Vega, 2005)
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1.3.2.1.3.Propiedades generales del Aloe vera

Es innumerable la cantidad de beneficios que el aloe vera puede entregar al hacer usado como
una planta medicinal. Esta planta posee un interés medicinal muy llamativo desde hace millones
de afios donde a partir de sus hojas se pueden obtener tres tipos de productos comerciales con
fines terapéuticos

a) Aloe: esta es una sustancia excretada por las células de aloina, es un exudado seco,
proveniente de la zona vascular de las hojas de sabila, posee efecto catartico.

b) Gel: es una sustancia que se deriva de la fraccion mucilaginosa del parénquima de las hojas,
de caracteristicas transparente e insipido posee abundante agua y polisacéridos, el mismo que
tiene accion cicatrizante de heridas, antiinflamatoria, inmunomoduladora, antiviral,
antitumoral, anti ulcerosa, hipoglucemiante e hipolipemiante. (LOPEZ, 2004, pp. 96-100)

c) Aceite: es la fraccion lipidica de las hojas, suele extraerse mediante la utilizacion de solventes
organicos, usado como transportador de pigmentos y agente sedante. (Vega, 2005).

Ademas de las propiedades mencionadas anteriormente la sabila ha demostrado tener una
capacidad de regulacién bioldgica al igual que inmunoestimulante, acelera la regeneracion celular
postoperatoria, usado como analgésico, antiinflamatorio, antiviral, queratolitico, e incluso
médicos americanos dan a conocer que al ser usada en tratamientos de cancer y sida ha dado

buenos resultados (Schweizer, 1994).

1.3.2.1.4.Gel de aloe vera

Este es un liquido mucilaginoso que se obtiene a partir de la pulpa de las hojas, es pegajoso,
transparente e insipido, que en su mayoria contiene agua y abundantes polisacaridos
mucilaginosos (60%) que le dan a las plantas la capacidad de retener agua; por ello el gel posee

un 99.4% de agua.

La actividad antiinflamatoria que esta posee se ha definido a diversas investigaciones que se han
realizado a lo largo del tiempo haciendo uso de animales de experimentacion como lo son ratos y
ratas de laboratorio e induciendo a estos agentes irritantes que causen inflamacion, para de esta
forma identificar los componentes quimicos del gel de aloe vera que provocan esta accién en el
organismo, siendo asi las cromonas y esteroles los inhibidores de las sintesis de prostaglandinas
y causantes de reducir la migracion e infiltracion de los leucocitos y glicoproteinas que bloquean
la union del antigeno al receptor superficial de los mastocitos y reducen la liberacion de histamina

y la sintesis y secrecion de leucotrienos, ademas al poseer compuestos fenolicos y estos tener una
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accion antioxidante e inhibidora de las metaloproteasas leucocitarias contribuyen a moderar la
reaccion inflamatoria al reducir el efecto oxidativo y agresivo que ejercerian estos mediadores

sobre la matriz extracelular del tejido inflamado. (Casanovas & Guinea Ldopez, 2001, pp. 245-256)

1.3.2.1.5.Acibar

El acibar es uno de los elementos simples medicinales conocido antiguamente, es obtenido a
partir de la incisién de las hojas frescas de la planta, el mismo que se encuentra constituido por
masas sélidas desecadas, es un jugo de color marrén oscuro, amargo y un olor caracteristico

desagradable.

Su composicién quimica varia su contenido en una resina del 40 al 80% la misma que se encuentra
compuesta por un éster del cido paracumarico y en el alcohol resinico Ilamado Aloeresinatanol,
su contenido de aloina es de aproximadamente del 20% y al hidrolizarse los pentdsidos que posee
se tienen derivados de las antraquinona; s utilizado principalmente en forma de extractos, polvo

seco, tintura madre, capsulas o comprimidos y en productos cosméticos. (INSTITUTO NACIONAL
DE ECOLOGIA, 1994)

Su uso interno se basa en que la flora intestinal transforma los compuestos hidroxiantracénicos
en aloe emodin antrona, la misma que actla sobre las terminaciones nerviosas de la membrana
intestinal, modificando la motilidad intestinal y estimulando el peristaltismo, ademas estimula la
secrecion de mucosa y de liquido hacia la luz intestinal, y a la par inhibe la reabsorcion de agua
y electrolitos en el intestino grueso. Su uso debe ser racional, dado que es un laxante irritante y
puede ocasionar efectos emetocatartico acompafiado de diarreas sanguinolentas y otros sintomas
que radican en el uso cronico de esta sustancia. Ademas puede ser genotoxico y muy peligroso

en el primer trimestre del embarazo, y se le ha descrito un posible efecto oxitocico. (LOPEZ, 2004)

Externamente el acibar posee propiedades antisépticas bactericidas, antiinflamatorias, hidratantes
y regeneradoras, al ser aplicado sobre la piel logra la curacion de cortes, heridas, llagas, Ulceras,

guemaduras, picaduras de insectos entre otras. (Cruz, 2008)

Ademés funciona como catalizador de células vivas, ya que influye en las reacciones metabolicas
de los tejidos proteicos gracias a la accion de sus enzimas. Lo que permite disminuir la energia
de activacion de tal manera que la reaccion se lleva a cabo en menor tiempo, asi mismo es usado

en la preparacion de bebidas refrescantes y saludables, por su contenido de proteinas,
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aminoécidos, minerales, enzimas y otros complementos que le proporcionan caracteristicas

aperitivas, ténicas y reconstituyentes. (INSTITUTO NACIONAL DE ECOLOGIA, 1994)

1.3.2.1.6.Aloina

Principal componente del acibar de la planta de Aloe, secretada a manera de modo de defensa por
poseer un olor y sabor desagradables, sustancia de color amarillento, controla la transpiracion de
la planta cuando la temperatura es elevada.

Quimicamente hablando forma parte de los glucésidos antraquinénicos, por ende posee

propiedades laxantes, es capaz de producir alergia (Dominguez Fernandez, et al., 2012) S.

OH O OH
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Figura 5-1 Estructura quimica de aloina

Fuente: 1QB, 2010

1.3.2.2 Matico (Eupatorium glutinosum)
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Es una especie de planta de flores, originaria de la region interandina del Ecuador a una altura
aproximada de 3000 a 3700 metros sobre el nivel del mar, muy conocida como matico, en
diferentes parte de Sur América, se refieren al matico con diversos nombres como por ejemplo:
en Peru es conocida o se la relaciona con la especie Piper adumcum, mientras que en Chile y

Argentina Se utiliza mucho el nombre de Buddleja globosa.

Figura 6-1 Planta de matico (Eupatorium glutinosum)

Fuente: Castro, 2011

1.3.2.2.1.Descripcion

Es un arbusto perennes de 1 a 3 m de altura, sus ramas son grises, posee hojas de un color verde
brillante, las mismas que poseen de 7-10 cm de largo y un ancho de 2.5 a 3.5 cm; sus borde son
dentados. Sus flores son tubulares, posee con espigas solitarias, de tonalidad fucsia y sus frutos

son de color negro que en su interior posee una semilla pequefia.

Naturalmente son plantas originarias de bosques humedos, subtropicales, o matorrales de gran

altitud. (Crespo & Mideros, 1995, pp. 194-201)

1.3.2.2.2.Clasificacién Cientifica

REINO: Plantae

FILO: Tracheophyta
DIVISION: Magnoliopsida
ORDEN: Asterales

FAMILIA. : Asteraceae

GENERO: Eupatorium
ESPECIE: Glutinosum
NOMBRE CIENTIFICO: Eupatorium glutinosum
SINONOMIAS: Aristiguieta glutinosa
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1.3.2.2.3.Propiedades

Dentro de las propiedades que se pueden mencionar del matico se encuentran las propiedades
antiinflamatorios uretrales y vaginales leves; beber un zumo de esta planta evita la formacion de
obsesos internos de origen traumatico, se usa ademas para tratar desérdenes del sistema digestivo,
desordenes de la piel ademas posee actividades antimicéticas y antibacterianas, dentro del

territorio ecuatoriano es muy usado en las Provincias de Tungurahua. Azuay y Cafiar.

Se le atribuye diversas propiedades dentro de las que destacan la cicatrizante en el tratamiento de
hemorragias cuando son usadas sus hojas en decoccion, en lavados antisépticos sobre heridas y
en infusién para evacuar calculos biliares, aliviar o curar enfermedades del tracto respiratorio,
dolencias gastrointestinales como diarreas agudas o cronicas, y topicamente en infusién de las
hojas para hacer gargaras; ademas es utilizado como emoliente y protector de la piel. Se han
analizado de la misma forma la actividad de sus extractos dando buenos resultados en lo que

refiere a la actividad anti protozoaria (Ubillos, 2011)

La actividad gastro protectora se le ha sido atribuida dado que el porcentaje de inhibicion de
indices de ulceracion provocados por induccién de Ulceras gastricas segin el modelo biol6gico
De Robert y colaboradores fue mayor a los resultados arrojados frente a la actividad de la
Ranitidina (Chiriboga, 2008).

1.3.2.2.4.Caracteristicas fitoquimicas

Los principales componentes que posee el matico son las cumarinas, flavonoides, esteroides,
alcaloides, triterpenos, saponinas y fenoles; ademas contiene taninos en una concentracion de

5.7%, y este Gltimo le proporciona actividad cicatrizante. (Buestan Orellana & Guaraca Merchan, 2013,
pp. 27-29)
Los triterpenos que posee con responsables ademas de propiedades anti flngicas, anti bacteriales

y antivirales. (EL-SEEDI, et al., 2002, pp. 293-296)

1.3.2.2.5.Quercetina

Es un flavonoide que se encuentra distribuido en todo el reino vegetal, abunda en manzanas,
cebollas, tés, y vino tinto. La quercetina tiene una amplia capacidad antioxidante es decir es un

compuesto que tiene capta radicales libre y protege a los tejidos del dafio celular que este pueda
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causar; como una caracteristica de las varias que posee es la de inhibir la actividad de la

fosfolipasa A2 en neutrofilos y la de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa en plaquetas indemnes.

La actividad antioxidante que posee la quercetina tiene la capacidad de reducir ademas el riesgo
de muerte por dolencias e injurias cardiacas, ademas posee una actividad antiinflamatoria
relacionada en parte con enzimas implicadas en el metabolismo del &cido araquidonico, se puede
mencionar también que esta sustancia ha mostrado la capacidad de prevenir la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad al eliminar radicales libres y quelantes de iones metalicos de

transicion previniendo asi también enfermedades como el cancer. (MERCK S.A., 2000)

QUERCETINA OH

OH O
OH

OH
OH O

Figura 7-1 Estructura quimica de quercetina
Fuente: MERCK, 2012

1.4, Animal de laboratorio

Un animal de laboratorio, es aquel que ha sido engendrado y producido bajo condiciones
controladas, es utilizado como instrumento de medida en experimentacion cientifica, desarrollo
tecnoldgico e innovacidn, pruebas de laboratorio y docencia, para la generacion de datos, los

cuales son utilizados como informacion. (PAREDES, et al., 2008)

El ambiente dentro del cual se deben manejar los animales a ser utilizados en un experimento

debe brindar un bienestar del modelo animal, para ello se debe considerar factores como:
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- La especie, raza o cepa de animales y sus caracteristicas individuales como el sexo, edad,
tamafio, conducta y salud.

- Lahabilidad de los animales para integrar grupos con sus semejantes.

- El disefio y construccion del alojamiento.

- Ladisponibilidad y adecuacion de elementos enriquecedores del medio ambiente.

- Laintensidad de la manipulacion animal y el grado de alteracion, cambio o patologia que

puedan causar los procedimientos. (CARDOZO, et al., 2007)

Ante la utilizacion de los animales de experimentacién se ha dado prioridad a los temas
relacionados con el bienestar animal, al tratarse de una materia de gran complejidad, tanto por los

problemas éticos como por la respuesta social que genera.

1.4.1. Rata (Rattus norvergicus)

Denominada también rata comun, parda, de agua o de Noruega, se distribuye en zonas templadas,
subtropicales y tropicales de todos los continentes. Su peso se encuentra entre 230 — 550 gramos,
su pelaje es corto, aspero, y tieso; sus orejas son relativamente pequefias redondeadas, peludas y
pegadas a la cabeza; sus 0jos son pequefios y el hocico es chato. (Priotto & Steinmann, 2013)

Figura 8-1 Rata (Rattus norvergicus)

Elaborado por: Paulina Nifez, 2016
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CAPITULOII

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Lugar de la investigacion

La presente investigacion serd llevada a cabo en las instalaciones de los laboratorios de
Microbiologia, Analisis Quimico Instrumental, laboratorio de Productos Naturales y Bioterio de

la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2. Recoleccién del material vegetal

El material vegetal fue recolectado en el Cantdn Pallatanga, Provincia de Chimborazo, a una

altitud de 2377 msnm, ubicada dentro de las coordenadas geogréaficas siguientes:

e Latitud: 2° 3" 50.232”S
e Longitud: 78° 52" 59.862” W

2.3.  Reactivo Biolégico
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En la evaluaciéon de la actividad antiinflamatoria se utilizaron con reactivos Bioldgicos ratas

(Rattus norvergicus).

2.3.1. Descripcion
PESO: 196 — 220 gramos
EDAD: 4- 5 meses
SEXO: Femenino
LUGAR DE Bioterio del Instituto de Investigacion en Salud Pablica (INSPI) -
NACIMIENTO: Guayaquil
2.3.2. Condiciones
Humedad relativa: 55% %10
Temperatura: 22°C 2

Periodo de luz: 12 horas de luz

12 horas de oscuridad

Cama: Viruta con cambio cada 48 horas
Alimento: Pellets (balanceado para roedores) 22.3g diarios
Agua: Ad libidum

2.4, Materiales, equipos y reactivos

2.4.1. Material vegetal

MATERIAL VEGETAL CANTIDAD

100 g (hojas secas)

Matico (Eupatorium glutinosum)

Sabila (Aloe barbadensis) 100g (acibar de sabila)

2.4.2. Material Biolégico
MATERIAL BIOLOGICO CANTIDAD
Ratas (Rattus norvergicus) 21
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2.4.3. Materiales

ELABORACION DE TINTURAS

e Frascos &mbar 500 mL
e Probeta 500 mL

e Probeta 100mL

e Kitasato

e Embudo bushner

CONTROL DE CALIDAD DE TINTURAS

Tubos de ensayo

e Picnometros

e Balones de aforo de 10mL
e Vasos de 50 mL

e Pipetas Pasteur

e Capsulas de porcelana

e Pipetas de 5MI

e Pizeta

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)
e  Cuba cromatogréafico

e  Aspersor

e Capilares

e Vasos de 50mL

e Pipetas de 10mL

e Pipetas de 5mL

CONTROL DE CALIDAD MICROBIOLOGICO

e Placas Petrifilm Coliformes totales
e Placas Petrifilm Aerobios mesofilos

e Micro pipeta automatica 100uL
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CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES Y FLAVONOIDES Y ENSAYO DE
DPPH*

e Balones aforados de 10mL

e Balones aforados de 50mL

e Balones aforados 100mL

o Balones aforados de 250mL

e Pesa muestra

e Tubos de vidrio

e Vasos 50mL

e Gradilla

e Pipetas de 5mL

e Pipetas ImL

e Pipeta 10mL

e Espéatula

e Paquete de papel aluminio

e Micro pipeta automatica de 100uL
e Micro pipeta automatica de 1000uL
e Puntas azules 1000uL

e Puntas amarillas 100uL

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

o Balones de aforo 10mL
e Pesa muestra

e Jeringuillas 1ImL

e Jeringuillas 3mL

e Jeringuillas 10mL

e Piederey

e Gradilla

e Céanula

e Torundas
2.4.4. Equipos
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ELABORACION DE TINTURAS

e Molino
e Ultrasonido

e Bomba de succion

CONTROL DE CALIDAD DE TINTURAS

e pH-metro

e Refractometro

e Estufa

e Balanza analitica
e Cémara UV

e Reverbero

CROMATOGRAFIA

e Camara UV

e Reverbero

CUANTIFICACION DE FENOLES Y FLAVONOIDES TOTALES, ENSAYO DE
DPPH* (ESPECTRO UV)

e Espectrofotometro
e Balanza analitica
e Cronémetro

o Refrigerador

2.45. Reactivos

ELABORACION DE TINTURAS

e Etanol 40%
e Etanol 38%

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)
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e Placas de Silica Gel

e Acetato de etilo

e Acido acético glacial

e Acido formico

e Agua destilada

e Estandar de Quercetina
e Sulfato de cerio

e Metanol

e Hidroxido de potasio 2M

CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES Y FLAVONOIDES Y ENSAYO DE
DPPH*

e Solucion patron de acido galico
e Metanol 98%

e Agua destilada

e Nitrito de sodio al 5%

e Tricloruro de aluminio 10%

e Hidroxido de sodio 1M

e Solucion de quercetina

e Carbonato de sodio al 20%

e Reactivo de Folin-Ciocalteu 20%
e Solucion de DPPH* 60uM

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
e Solucion de diclofenaco
e Solucion de carragenina al 1%

e Suero fisioldgico

e Alcohol antiséptico

2.5.  Técnicas y Métodos
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2.5.1. Comprobacién taxonémica

La comprobacién taxondmica del material vegetal se realizé en el Herbario de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), identificando en el lugar que los ejemplares son los

especificados para la investigacion.

2.5.2. Tratamiento del material vegetal

2.5.2.1. Hoja de Aloe vera barbadensis

Hoja de Sabila (Aloe vera barbadensis) Secar cuidadosamente
fresca

Realizar un corte desde la base

Lava de la hoia

Solucidn cloro al 0.05%

Recolectar el exudado (acibar)
Enjuadar en un reciniente limpio v seco.

Agua destilada

Agua destilada

Figura 1- 2 Protocolo de recoleccion de acibar de sébila

Elaborado por: Paulina Nfiez, 2016

2.5.2.2. Eupatorium glutinosum

Hojas de Matico
(Eupatorium
glutinosum)

by

Limpieza y desinfeccion




Figura2 -2 Protocolo de limpieza, desinfeccién y molienda de Eupatorium glutinosum

Elaborado por: Paulina NGfiez, 2016

2.5.2.3. Preparacion de extractos

Matico (Eupatorium
glutinosum) material seco

100g

100 mL

{

Acibar de sabila (Aloe vera
barbadensis)

\

Adicién de 500 mL etanol al 35%

\l/ Macerar

Frasco ambar, lugar oscuro, temperatura entre 15+2 °C,

durante siete dias

Filtrar y almacenar

Figura 3-2 Protocolo de preparacion de extractos

Elaborado por: Paulina Nufiez, 2016

2.5.2.4. Control de calidad de extractos

Tintura Matico (Eupatorium glutinosum) al 20%

Tintura Acibar de sabila (Aloe vera barbadensis) al

20%

y

!

Determinacion de

caracteristicas

Determinacion de
caracteristicas fisico-

Determinacion de
caracteristicas

|

- Color

- pH
- Densidad relativa
- Determinacién de

- Coliformes totales




Figura 4-2 Protocolo de control de calidad de tinturas

Elaborado por: Paulina Nifiez, 2016

2.5.2.4.1.Determinacion de los requisitos organolépticos.

Determinacién de olor: Se tomo una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de
ancho por 10 cm de largo y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se percibi6 el olor

y se determind si corresponde con la caracteristica del producto.

Determinacion del color: Se tomo un tubo de ensayo bien limpio y seco y se llend hasta las
tres cuartas partes con la muestra de ensayo y se observé el color, la transparencia, la presencia

de particulas y la separacion en capas. (Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

2.5.2.4.2 . Determinacion de la densidad relativa.

Se determiné mediante gravimetria, segun lo establece las Normas Ramales para drogas crudas y
extractos y tinturas, 1992. Se pesé el picnémetro con capacidad de 10mL vacio y seco,
posteriormente se llené con la tintura a analizar, la determinacién de densidad relativa debe
mantenerse a temperatura de 25°C = 1°C durante 15 miny ajustar latintura al nivel empleado,

Si es preciso, una tira de papel para extraer el exceso y secar exteriormente el picnémetro.

Se pesd cuidadosamente el picnémetro con la tintura y se repitié la operacién con el agua destilada

a 2°C, después de limpio el picnometro. El ensayo se llevd a cabo por triplicado. (Normas Ramales

para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

Los resultados se expresaron de la siguiente manera:

La densidad relativa a 25°C se calculd con la siguiente formula:

29



Donde:
M. peso del picnémetro con la tintura (g)
M: peso del picnémetro con el agua (g)

M: peso del picnédmetro vacio (g).

2.5.2.4.3.Determinacion del indice de refraccion.

Esta determinacion se efectto en un refractémetro de Abbé. Se colocd sobre el prisma de
medicion una gota de agua destilada con una varilla de vidrio, se ajusto el equipo, seleccionando
la zona del espectro visible que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el
compensador cromatico y colocando la interseccidn del reticulo sobre la linea limite de los

campos claro y oscuro.

Después de haber realizado el ajuste del refractometro, se colocd una gota de la tintura sobre el
prisma de medicion, se cerro el termoprisma y se enfoco la luz por medio del espejo, de modo tal
gue la misma incida sobre la apertura de entrada del prisma de medicion y se procedi6 de la misma

forma que con el agua. (Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

2.5.2.4.4.Determinacion del pH de extractos y tinturas

La determinacion se realizé en un pH-metro 211 microprocessor pH Meter para ello se ajusto el
equipo con la solucién reguladora de pH, posteriormente se determiné el valor del pH de la

muestra, introduciendo el electrodo en la tintura a analizar. (Normas Ramales para Drogas crudas y

extractos y tinturas, 1992)

2.5.2.4.4Determinacion de los solidos totales.

La determinacion se realizé por métodos gravimétricos, cuyo fundamento es la medicion de la

variacion de masa, a causa de la pérdida de sustancias volatiles por accion del calor. (Normas

Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

Se tomaron 5,0mL de la tintura y se la coloco en una capsula previamente tarada a 105 °C, se

evaporoé sobre bafio de agua hasta que el residuo esté aparentemente seco. Se pas6 entonces hacia
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una estufa y se dejé hasta peso constante con una duracion de la determinacion de
aproximadamente 3 horas. Se retir la capsula de la estufa y se colocé en una desecadora hasta

que alcance la temperatura ambiente.

La cantidad de solidos totales, expresado en %, R, se calcula por la siguiente formula:

St __Pr-P 100

\Y

Donde:

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

V= volumen de la tintura de ensayo.

100= factor matematico para el calculo.

2.5.2.5. Andlisis microbiol6gico

Recuento de Aerobios meséfilos en 3M Placas PetrifilmTM

Se colocd la placa Petrifilm en una superficie plana y nivelada. Posteriormente se levant6 la
lamina semitransparente superior, con la micropipeta perpendicular a la placa Petrifilm, se colocé
1 ml de la tintura a analizar en el centro de la pelicula cuadriculada inferior, se liberé la pelicula
superior dejando que caiga sobre la dilucién, con el lado rugoso hacia abajo se colocé el
esparcidor sobre la pelicula superior cubriendo totalmente la muestra. Luego se presiond
suavemente el esparcidor para distribuir la muestra sobre el area circular. Luego se esperd que se
solidifique el gel en aproximadamente 1 minuto. Finalmente se incub0 las placas a 35°C durante

48 horas. (Universidad Auténoma de México)

2.5.3. Cuantificacién de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu
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Para la cuantificacion de fenoles totales presentes en las tinturas al 20%, se realiza la preparacion
de una curva de calibracion con un estandar de acido galico a concentraciones desde los 20ppm
hasta los 100ppm.

Para realizar el ensayo es necesario seguir cuidadosamente el siguiente protocolo:

1. Enun tubo de ensayo limpio y seco colocar 2mL de muestra analizar, la misma que debe ser
diluida en metanol si fuere necesario.

Afiadir 0.5mL de reactivo Folin-Ciocalteu al 20%

Después de 5 minutos afiadir 0.5mL de solucién de Carbonato de Sodio Saturado al 20%.

De forma inmediata afiadir 5mL de agua destilada.

o~ w DN

Dejar reposar el tubo de ensayo durante el lapso de una hora a temperatura ambiente y fuera

del alcance de la luz.

6. Transcurrido el tiempo con ayuda del espectrofotdmetro se realizaran las lecturas de las
muestras a una longitud de onda de 765nm.

7. Las absorbancias son utilizadas para el trazado de la curva de calibracion sobre la cual se

extrapolaran los valores de las muestras para encontrar la cantidad de fenoles totales dentro

de la misma.

Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de acido galico (GAE) por

mililitro de tintura (Garcia Ortiz, et al., 2004, pp. 1-5).

2.5.4. Cuantificacién de flavonoides.

La cuantificacion de flavonoides inicia su técnica elaborando una curva de calibracién de con una

solucion de estandar de quercetina, preparada a diferentes concentraciones:

El tratamiento necesario a realizar a cada una de las concentraciones para la curva de calibracién

y a las muestras es el siguiente:

1. Aun tubo de vidrio limpio y seco afiadir mL de soluciones estandar o0 muestras.

2. Anadir 4mL de agua destilada

3. De manera consecutiva tomar un volumen de 0.3mL de NaNO2 al 5%, dejar reposar por 5
minutos.

4. Transcurrido el tiempo establecido afiadir 0.3mL de AICI3 al 10%, y dejar reposar
nuevamente durante un lapso de 6min.

5. Colocar a la mezcla 2mL de NaOH 1M.
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6. Mantenerla durante 5min a temperatura ambiente y protegido de la luz (ambiente oscuro)

7. Realizar las lecturas de las absorbancias de cada una de las mezclas en el espectrofotometro
a una longitud de onda de 510nm,

8. Trazar curva de calibracion

9. Extrapolar valores de las muestras a la curva principal.

Los resultados fueron expresados en miligramos equivalentes de quercetina por mililitro de

tintura.

2.5.5. Capacidad captadora de radicales libres (Ensayo de DPPH*)

2.5.5.1. Preparacion solucién de DPPH*

1. Enun pesa muestra con la ayuda de una espatula de acero inoxidable pesar 5.9mg de DPPH

2. Trasvasar el DPPH a un balén aforado de 250mL y enrasar con metanol, obteniendo asi una
solucién de 60uM de concentracion (BRAND-WILLIAMS & BERSET, 1995, pp. 25-30).

3. Medir su absorbancia a una longitud de onda de 515nm.

4. Al obtener absorbancias superior a 0.560, es necesario ajustar la misma con la adicion de

metanol.

2.5.5.2. Preparacion de la muestra y cuantificacién de la capacidad captadora de radicales libres

Para el anélisis de cuantificacion de la capacidad captadora de radicales libres, es necesario que
a partir de las tinturas madres analizar se realicen diluciones de menor concentracion para
elaborar una curva en la que se indique la cinética de la reaccion; para ello las muestras deben

seguir el siguiente tratamiento:

Tomar 100uL de la muestra
Adicionar 3.9mL de la solucion DPPH
Dejar en reposo durante 30 min fuera del alcance de la luz.

Leer las absorbancias en el espectrofotdmetro una longitud de onda de 515nm

g &~ oD

Elaborar la curva respectiva para cada muestra, calcular el porcentaje de inhibicion y
estadisticamente con ayuda del programa B LeSqg (by Bobo Software), se calcula la

concentracion media inhibitoria de cada muestra.
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2.5.6. Evaluacién de la capacidad antiinflamatoria mediante ensayo de edema plantar en
ratas (Rattus norvergicus)

Para evaluar la actividad antiinflamatoria de tinturas se utiliz6 el método de prueba de edema
plantar inducido por carragenina segun Winter.

El método se fundamenta en la inyeccion de carragenina el aponeurosis plantar de la pata posterior
derecha de la rata, proceso por el cual se genera una reaccién inflamatoria, el mismo que debe

disminuir con la aplicacién de sustancias antiinflamatorias.

Al utilizar este ensayo se logra evaluar la actividad antiinflamatoria de las muestras mas no el
mecanismo de accion por el cual estas actdan.

Se usaron para este experimento 21 ratas las mismas que fueron elegidas al azar y se formaron 7
grupos cada uno de tres animales, realizando de esta forma el ensayo por triplicado, siguiendo

el siguiente protocolo:

a) ETAPA DE AMBIENTACION

Se mantuvo a los animales en grupos de tres, a las condiciones ambientales establecidas

anteriormente:

Humedad relativa: 55% +/- 10

Temperatura: 22°C +/-2°C

Periodo de luz: 12 horas de luz / 12 horas de oscuridad

Cama: Viruta con cambio cada 48 horas

Alimento: Pellets (balanceado para roedores) 22.3g diarios
Agua: Ad libidum

Periodo de tiempo: 14 dias

Los animales son ambientados de manera que se acostumbren al investigador, y a la técnica que

se va a realizar mediante manipulacion y adaptacion.

b) ETAPA DE EXPERIMENTACION

1. Los animales deben permanecer 12 horas en ayuno, para una mejor absorcion de las tinturas.
2. Pasadas las doce horas se administra la dosis de tintura indicada para cada animal,
dosificacion realizada por kilogramo de peso del animal, administrados de la siguiente

manera:
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Tabla 1-2 Definicién de los grupos para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria

CcODIGO GRUPO TRATAMIENTO DOSIS CANTIDAD DE
ANIMALES

G2 Control negativo Sol. Carragenina al 1% 300mg/kg 3
en suero fisiologico

(0.3mL)

G4 Segundo grupo de Sol. Carragenina al 1% 300mg/kg
investigacion en suero fisiologico 3
+ (0.3mL)

Tintura de Matico 20 %

Sol. Carragenina al 1%

G6 Cuarto grupo de en suero fisiolégico 300mg/kg
investigacion + 3

Tintura de Acibar 50% y (0.3mL)

Tintura de matico 50%

Elaborado por: Paulina Nifiez 2016

3. Una hora después se indujo la inflamacién con la administracion subcutanea de 0.1mL de
carragenina en la aponeurosis plantar de la pata posterior derecha de la rata, desinfectando

antes de la inyeccion con una torunda de alcohol la zona.
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4. Inmediatamente medir el volumen de la pata.
5. Realizar mediciones del volumen de la pataalal, 2, 3, 4, 5, 6 horas después de inducida la
inflamacion.

6. Calcular el volumen de la pata inflamada.

m* d?xh
Volumen = ———
4
Donde:
d = didmetro de la pata
h = largo de la pata
7. Eficacia antiinflamatoria (EA)
B_V
EA = % X100
B,

Donde:

B/Bo = Es el incremento del blanco debido a la inflamacién, con respecto al volumen inicial

(Bo) del mismo.

V/Vo = Es el incremento estandarizado de volumen inflamado, pero tratado con un agente

antiinflamatorio.

EA= Es la disminucion porcentual del volumen causado por la inflamacién, para cada momento

de observacion experimental.
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CAPITULO Il

3- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Control de calidad de tintura

3.1.2 Control de calidad organoléptico

Se procedi6 analizar el aspecto, color, olor y sabor de cada una de las tinturas obteniendo los

siguientes resultados:

Tabla 1-3 Determinacion de caracteristicas organolépticas de tinturas vegetales

B RESULTADOS
PARAMETR
o T4 T5
T1 Acibar T2 Matico T 370AS:30M 50AS:50M  30AS:70M
Caracteristic Caracteristico  Caracteristic Caracteristic
Olor ) Dulce ) ) )
o de acibar de acibar o de acibar o de acibar
Color Rojizo Verde oscuro Rojizo Verde oscuro  Rojizo
Sab Amargo Amargo Amargo Amargo Amargo
abor
astringente  astringente  astringente astringente  astringente

Elaborado por: Paulina Nifiez, 2016

Se compararon los resultados del analisis organoléptico de las tinturas con investigaciones
realizadas por Maria Vasconez en el afio 2015 en la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la
ESPOCH, estudio basado en la comparacion del efecto cicatrizante de las tinturas de Matico y

acibar de sabila, donde se confirma que las tinturas base de esta investigacion poseen
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organolépticamente las mismas caracteristicas con los datos cotejados de la investigacion
mencionada. (VASCONEZ, 2015, pp. 38-51)

3.1.3. Control de calidad fisico quimico

3.1.3.1. Determinacién de Densidad relativa

Se realiz6 la determinacion de densidad relativa de cada una de las tinturas, y los resultados se

muestran en la tabla 2-3:

Tabla 2-3 Determinacion de densidad relativa de tinturas vegetales.

No.
MEDICION DENSIDAD RELATIVA
Tintura Tintura
Tintura de Tinturade acibar de acibar de  Tintura acibar
Acibar de Matico 20% sabila 70% sabila 50% de sabila 30%
sabila 20% Matico 30% Matico 50%  Matico 70%
1 0,968 0,964 0,960 0,964 0,952
2 0,969 0,955 0,955 0,962 0,964
3 0,968 0,959 0,957 0,963 0,958
Media 0,968 0,959 0,957 0,963 0,958
Desviacion
Estandar 0,000 0,004 0,002 0,001 0,006

Elaborado por: Paulina Nufiez, 2016

3.1.3.2. Determinacion de pH

Se determind el pH de cada una de las tinturas parte de la investigacion, este parametro fue

medido por triplicado, mostrandose los datos en la tabla 3-3:

Tabla 3 — 3. Determinacion de ph de tinturas vegetales.

No. pH
MEDICION
Tintura de Tintura de Tintura Tintura acibar Tintura acibar
Acibar de Matico 20%0 acibar de de sabila 50% de sabila 30%
sabila 20% sabila 70% matico 50% matico 70%
matico 30%
1 5,18 5,70 5,44 5,54 5,61
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2 5,2 571 5,46 5,54 5,62
3 5,18 571 5,45 5,55 5,62
Media 5,19 571 5,45 5,54 5,62
Desviacion.
Estandar 0,012 0,006 0,010 0,006 0,006

Elaborado por: Paulina Nufiez, 2016

3.1.3.3. Determinacion de indice de refraccion

El indice de refraccion fue medido mediante un Refractometro de ABBE, los datos se muestran

en la tabla 4-3:

Tabla 4-3 Determinacion del indice de refraccién de tinturas vegetales.

No. Indice de refraccion
MEDICION
Tintura Tintura
Tinturade de Matico Tinturaacibar Tintura acibar acibar de
Acibar de 20% de sabila 70% de sabila50%  sabila 30%
sabila 20% matico 30% matico 50% matico 70%
1 1,355 1,358 1,356 1,355 1,356
2 1,355 1,357 1,355 1,355 1,356
3 1,354 1,358 1,354 1,356 1,356
Media 1,355 1,358 1,355 1,355 1,356
Desv.
Estandar 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000

Elaborado por: Paulina Ndfiez, 2016

3.1.3.4. Determinacién de solidos totales

La tabla 5-3 muestra los resultados de s6lidos totales obtenidos de cada tintura en la evaluacion

de este parametro:

Tabla 5-3 Determinacion de sélidos totales de tinturas vegetales.

No. SOLIDOS TOTALES
MEDICION
Tintura de Tintura de Tintura Tintura Tintura
Acibar de Matico 20% acibar de acibar de acibar de
sabila 20% sabila 70% sabila 50% sébila 30%
matico 30%  matico 50%  matico 70%
1 3,178 3,36 2,92 3,154 3,17
2 3,100 3,184 2,766 3,382 3,18
3 3,139 3,272 2,843 3,268 3,175




Media 3,139 3,272 2,843 3,268 3,175

Desv.
Estandar 0,039 0,088 0,077 0,114 0,005

Elaborado por: Paulina Ndfiez, 2016

3.1.4. Control de calidad microbiol6gico

El anlisis microbiol6gico mediante el método PETRIFILM arrojo los siguientes resultados:

Tabla 6-3 Andlisis microbiolégico de tinturas vegetales.

MUESTRA COLIFORMES AEROBIOS MESOFILOS
TOTALES (UFC/mL) (UFC/mL)
Tintura de Acibar de sadbila  Ausencia Ausencia
20%
Tintura de Matico 20% Ausencia Ausencia
Tintura acibar de sabila Ausencia Ausencia

70% matico 30%

Tintura acibar de sabila Ausencia Ausencia
50% matico 50%

Tintura acibar de sabila Ausencia Ausencia
30% matico 70%

Elaborado por: Paulina Nfiez, 2016

La ausencia de microorganismos, se apunta al alto contenido alcoholico que poseen los

preparados y al alto control en cuanto a la desinfeccion de la materia prima.

3.1.5. Analisis cromatografico de las tinturas de Acibar de sabila (Aloe barbadensis) y
matico (Eupatorium glutinosum)

3.1.5.1. Cromatografia en capa fina de tintura de acibar de sabila (Aloe barbadensis)

Se utilizé como fase movil: Acetato de etilo: Metanol: Agua en proporciones (100:13.5:10); y

como revelador Hidroxido de potasio 2M.
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Figura 1-3 Cromatografia en capa fina de tintura de acibar de sabila (Aloe barbadensis)

Realizado por: Paulina NUfiez

Rf Distancia recorrida de la muestra

Distancia recorrida por el solvente

Al realizar el analisis cromatografico de la tintura de Aloe barbadensis, se pudo observar que

como resultado en la placa de silica gel se obtuvieron cuatro manchas que van entre colores
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amarillentos y violaceos, colores caracteristicos de derivados antraquindnicos, compuestos

pertenecientes a esta especie.

Tabla 7-3 Presuntos compuestos identificados en la tintura de acibar de sabila

Compuesto Rf obtenido Rf referencia Posible compuesto

identificado
1 0,28 0,25 Aloesina A
2 0,41 0,45 Aloina
3 0,73 0,75 Aloesina B
4 093 0.96 Aloemodina

Elaborado por: Paulina Nifiez, 2016

Los Rf obtenidos son comparados con bibliografia, al no poseer estandares contra quienes hacerlo,
y de esta forma se presume segln la tabla 7-3, la existencia Aloesin A, Aloina, Aloesina B, y

Aloemodina. (WAGNER & BLANDT, 1996)

3.1.5.2. Cromatografia de capa fina de Matico (Eupatorium glutinosum)

El sistema de solventes con el que se obtuvo mejor resolucion fue Acetato de etilo: Acido
formico: Acido acético glacial: Agua en proporciones (100:11:11:26), y la placa fue revelada con

sulfato de cerio.

Al analizar la cromatografia obtenida de la tintura de Eupatorium glutinosum, se obtiene como
resultado Unicamente una mancha de color amarillento la misma que se encuentra en el extremo
superior de la placa cerca del limite de corrido del solvente, realizando el célculo se obtiene que
posee un Rf de 0.68, valor similar al recorrido de referencia citado por Wagner el mismo que va
de 0.60-0.70. Se podria asumir la existencia de derivados de quercetina en la muestra, pero al ser

una aglicona no se encuentran en extractos no hidrolizados quercetina como tal, por eso se predice
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que los compuestos existentes en la tintura de Eupatorium glutinosum, posee glucésidos de

quercetina.

Figura 2-3 Cromatografia de capa fina tintura de matico (Eupatorium

glutinosum)

Realizado por: Paulina Nifiez, 2016

3.1.6. Cuantificacion de Fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteau

Se cuantifico los fenoles totales de cada una de las tinturas, para lo cual se elaboré una curva de
calibracion del estandar de acido galico cuya ecuacion de la recta es y= 0.0008x+0.0957, cuyo

coeficiente de correlacién es de R?= 0.9966.

Para la cuantificacion fueron realizadas diluciones de las tinturas, con el fin de que las

absorbancias obtenidas se encuentren dentro de la curva de calibracion. Los resultados son
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reportados en la Tabla 5-3y el reporte expresa los datos en mg equivalentes de &cido galico por

TINTURA mg GAE/ mL de tintura PORCENTAJE

Tintura de Acibar de sabila 20%0

1.975+0.0625 0.198+0.006
Tintura de Matico 20% 2.488+0.031 0,249+0.003
Tintura acibar de sabila 70%
matico 30% 4,225+0.063 0,423+0.006
Tintura acibar de sabila 50%
matico 50% 2,581+0.063 0,258+0.006

Tintura acibar de sabila 30%
matico 70% 7.417+0.625 0,742+0.063

mL de tintura y en porcentaje.

Tabla 8-3 Resultados de la cuantificacion de fenoles totales.

Elaborado por: Paulina Nifiez, 2016

El contenido de fenoles reportado anteriormente permite observar que todos los vales obtenidos
dan un contenido bajo de compuestos fendlicos en las tinturas de acibar de sabila y matico; pero
a su vez muestra que al momento de hacer la mezcla de tinturas estas mejoran su contenido de
compuestos fendlicos, es decir se puede comprobar que a excepcion de la tintura que posee
porcentajes iguales de tinturas madre, las otras dos mezclas, mejoran considerablemente su
contenido en compuestos fendlicos debido a que las cantidades presentes en cada una de las

tinturas se suman.

Al observar estos datos se puede decir que la tintura de matico al poseer un contenido de
compuestos fendlicos mayor potencia a que su combinacion con la tintura acibar de sabila mejore
el contenido de estos, ya que la tintura que obtuvo un porcentaje mayor de compuestos fendlicos
fue la mezcla de 70% tintura de matico y 30% acibar de sdbila con un contenido de 7.417+0.625
mg GAE/ mL de tintura.
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No existe contenido bibliografico que permita aseverar los datos obtenidos anteriormente, ya que
son muy poco estudiadas las tinturas como tal, en su gran mayoria se encuentran datos
bibliogréficos de extractos de las plantas, ademas con respecto al matico (Eupatorium
glutinosum), al ser una especie nativa propia de los paramos ecuatorianos existe muy poca

informacion.

3.1.7. Cuantificacion de flavonoides totales.

Se cuantifico flavonoides de cada una de las tinturas, para lo cual se elaboré una curva de
calibracion del estdndar de quercetina cuya ecuacion de la recta es y= 0.0011x+0.0002, cuyo

TINTURA mg EQUIVALENTES DE PORCENTAJE
QUERCETINA/ mL DE
TINTURA

Tintura de Acibar de sabila 20%0

0.169 +0.002 0.017+0.000
Tintura de Matico 20% 0.502+0.005 0.050+0.000
Tintura acibar de sabila 70%0
matico 30% 0.439 + 0.003 0.044+0.000
Tintura acibar de sabila 50%
matico 50% 0.417+0.000 0.042+0.000

Tintura acibar de sabila 30%0
matico 70% 0.457+0.005 0.046+0.001

coeficiente de correlacion es de R?= 0.999; el ensayo se realizd mediante un método

espectrofotométrico con cloruro de aluminio.

Para la cuantificacién fueron realizadas diluciones de las tinturas, con el fin de que las
absorbancias obtenidas se encuentren dentro de la curva de calibracién. Los resultados son
reportados en la Tabla 9-3 y el reporte expresa los datos en mg equivalentes de quercetina por mL

de tintura y en porcentaje.

Tabla 9-3 Resultados de la cuantificacion de flavonoides.

Elaborado por: Paulina Nufiez, 2016

Segun los valores de la tabla anterior el porcentaje de flavonoides expresados como quercetina

es bajo, sobresaliendo dentro de este el valor obtenido en el andlisis de la tintura de matico con
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un porcentaje de 0.050+0.000, al ser esta tintura madre la que contiene mayor cantidad de
flavonoides se puede definir que al combinar esta con la tintura de acibar de sabila el producto
final posee un porcentaje considerablemente mayor de compuestos flavonicos, comprobando asi
gue al realizar mezclas de diferentes plantas se puede mejorar las capacidades de uno de estos.

3.1.8. Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres mediante el método de
DPPH*

Para la determinacion de la capacidad antioxidante de las tinturas a base de acibar de sébila y
matico, se siguié el método de DPPH*, tomando en cuenta en primero lugar la cinética de reaccion
de cada una de las tinturas la misma que presenta una cinética de primer orden donde una vez
terminan la reacciéon las absorbancias medidas a un tiempo determinado terminan siendo
constantes, siendo para esto necesario un tiempo de 60 minutos donde la medicion de la
absorbancia permanecio estable.

Los resultados fueron expresados como concentracion media inhibitoria, y cada una con su

respectivo rango, donde se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 10-3 Determinacién de la capacidad captadora de radicales libres

TINTURA CONCENTRACION LIMITE LIMITE
INHIBITORIA INFERIOR SUPERIOR
MEDIA

Tintura de Acibar de
sabila 20% 112685,3 pg/ml 101467,5 pg/ml 125217,7 pug/ml
Tintura de Matico 20% 2085,46 pg/ml 2274,29 pg/ml 1925,47 pg/mi
Tintura acibar de
sabila 70% matico 30% 6180,42 pg/mi 4642,93 pg/ml 8275,06 pg/mi
Tintura acibar de
sabila 50% matico 50% 3129,69 pug/ml 2466,41 pg/ml 3973,25 pg/ml
Tintura acibar de
sabila 30% matico 70% 2730,116 pg/ml 2259,337 pg/ml 3298,16 pg/mi
ESTADAR DE ACIDO 34 41003 pg/ml 20,0578 ug/ml 59,4612 pg/ml

GALICO

Elaborado por: Paulina Nufiez, 2016

Segun lo expuesto en la tabla anterior la concentracion media inhibitoria de las tinturas presenta
valores elevados de sustancia para poder neutralizar los radicales libres presentes en las

soluciones.
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Dado que la concentracién media inhibitoria debe ser més cercana al estandar para reconocer
cual posee una mejor actividad antioxidante, entre tinturas se toma el valor de 2085,46 pg/ml,
perteneciente a la tintura de matico al 20% como la solucion con mayor capacidad antioxidante.

Al comparar entre tinturas madres la tintura de matico al 20% posee aproximadamente cincuenta
veces mejor capacidad antioxidante que la tintura de acibar de sabila al 20%, dado que la

concentracién media inhibitoria de esta es de 112685,3 pg/ml.

Cotejando los resultados obtenidos de las combinaciones de las tinturas madres de estas la que
posee mejor actividad es la que presenta una concentracion de 30% de acibar de sabila'y 70% de

matico, con un valor de 2730,116 pg/ml, dato méas cercano a la tintura madre.

La actividad antioxidante de las tinturas se encuentra plena mente relacionada con los analisis de

cuantificacion de fenoles y flavonoides revisados anteriormente.

Es necesario manifestar que no se realiza una comparacion bibliogréafica de la actividad
antioxidante de las tinturas, dado que no existe evidencia bibliogréfica de esta.

Acotando que no necesariamente las plantas poseen una escasa actividad bioldgica, si no que su
contenido alcohdlico es bajo y no permite extraer compuestos en su totalidad como lo haria un
solvente de grado alcoholico mayor.

3.1.9. Actividad antiinflamatoria

Para la actividad antiinflamatoria se indujo inflamacion a la pata derecha de ratas (Rattus
norvergicus), Se calculd el porcentaje de eficiencia antiinflamatoria de los tratamientos aplicados

obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 11-3 Determinacion de la eficiencia antiinflamatoria de tinturas vegetales.

TRATAMIENTO PORCENTAJE DE EFICACIA ANTIINFLAMATORIA
MAXIMA (t= 6 HORAS)

Control positivo 45.214 + 5.546
(diclofenaco so6dico 50mg)
Tintura de Acibar de sabila
20%

Tintura de Matico 20% 39.389 + 13.315

37.259 £ 7.676
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Tintura acibar de sabila

70% matico 30% 30.101 +9.240

Tintura acibar de sabila

50% matico 50% 34.212 +10.859

Tintura acibar de sabila

30% matico 70% 35.499 + 8.145

Elaborado por: Paulina Nufiez, 2016

Con los datos expuestos en la tabla anterior se manifiesta que el porcentaje de eficiencia de
inhibicién de las tratamientos es bajo, dado q los valores se encuentran por debajo del porcentaje
de eficiencia del control positivo, que en efecto el farmaco utilizado posee una eficiencia

antiinflamatoria por debajo del 50%.

El andlisis estadistico fue realizado con la herramienta ANOVA de un factor, la misma que se
basa en el cumplimiento de dos supuestos fundamentales que es la normalidad y la
homocedasticidad de los datos, para lo cual con la ayuda del programa estadistico SPSS se obtiene
el resultado del estadistico de Levene que permite definir si existe homogeneidad de varianza, del
cual se obtuvo que los datos arrojados para la eficiencia antiinflamatoria son homogéneos ya que
el nivel de significancia al ser mayor a 0.05 acepta esta hipotesis.

Tabla 12-3 Homogeneidad de varianzas

EFICIENCIA_ANTIINFLAMATORIA

Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.

1,875 6 35 ,113

Elaborado por: Paulina Nifiez, 2016

Con esta aseveracion de que existe homogeneidad y homocedasticidad entre los datos se aplica
el test ANOVA obteniendo:

Tabla 13-3 Test ANOVA de un factor
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Elaborado por: Paulina NUfiez, 2016

Donde al obtener un nivel de significancia menor a 0.05, se interpreta que las medias de los datos

obtenidos para el porcentaje de la eficiencia antiinflamatoria son significativamente diferentes

entre un tratamiento y otro.

Siendo asi, se relacionan los datos obtenidos del estadistico con los resultados del porcentaje de
la eficiencia antiinflamatoria y se define que el mejor resultado para inhibicion de la inflamacion
inducida por carragenina en edema plantar es el tratamiento de la tintura de matico al 20%, cuyo
valor es de 39.386%, ya que es | valor mas cercano al porcentaje de eficiencia de inhibicion del
control positivo, en este caso la mezcla de tinturas no proporcioné un efecto sinérgico en las

combinaciones ya que los valores del porcentaje de inhibicion son inferiores los porcentajes de

las tinturas madres.

EFICIENCIA_ANTIINFLAMATORIA

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1201,721 6 200,287 5,109 ,001
Dentro de grupos [|1372,034 35 39,201
Total 2573,755 41
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CONCLUSIONES

1. Las tinturas presentaron buenas condiciones organolépticas fisicas, quimicas vy
microbioldgicas, ya que los resultados arrojados por los anélisis se encuentran dentro de los
rangos normales, y permiten hacer uso de las tinturas por no poseer problemas de estabilidad,

Y SOn inocuos.

2. La actividad antiinflamatoria de las tinturas elaboradas a base de Matico (Eupatorium
glutinosum) y acibar de sabila (Aloe barbadensis), presentan una eficiencia antiinflamatoria
baja, ya que los resultados arrojados se encuentran por debajo del 70%, porcentaje que
demuestra que una determinada sustancia realmente posee un efecto antiinflamatorio, siendo
asi la tintura de matico (Eupatorium glutinosum) con una eficacia antinflamatoria de 37.259
*+ 7.676 %, la que mejor actividad antinflamatoria supone en frente al resto de tinturas

analizadas.

3. La capacidad antioxidante de las tinturas elaboradas a base de Matico (Eupatorium
glutinosum) y acibar de sabila (Aloe barbadensis), no presentan actividad antioxidante
relevante, dado que los resultados obtenidos al ser comparados con el estandar de &cido galico
cuya concentracion fue de 34,4003 pg/ml, presentaron concentraciones cincuenta veces
mayores, determinando que su uso como antioxidante no es efectivo ya que su concentracion

es muy alta para este efecto, pero a pesar de estos resultados al comparar las concentraciones
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inhibitorias medias de las tinturas la tintura de Matico (Eupatorium glutinosum), fue la tintura

con un mejor resultado con 2085,46 pg/ml de CIM.

RECOMENDACIONES

1. Realizar un estudio toxicol6gico de las tinturas de acibar de sébila (Aloe barbadensis) y
matico (Eupatorium glutinosum), y las combinaciones de estos, para verificar si existe dafio

tisular.

2. Se recomienda evaluar la actividad bioldgica de las plantas material de estudio de esta
investigacion con la utilizacion de extractos, con un solvente de mayor concentracion que

logre obtener de la planta una cantidad de metabolitos secundarios elevada.

3. Cambiar la via de administracion de las tinturas a una administracion tépica, de manera que
se pueda evaluar el efecto de forma distinta, ya que al tener un pH a fin con la piel puede

ejercer una mejor accion.

4. Realizar un estudio de IN VITRO, de la actividad antiinflamatoria de las tinturas, para
comprobar si en realidad el efecto antiinflamatorio presenta una baja eficacia, o el modelo

experimental usado no ayud6 a un buen efecto.
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Anexo A. Tinturas de acibar de sdbila (Aloe barbadensis) y Matico (Eupatorium
glutinosum)

ANEXO B. Medicién de pH de tinturas

ANEXO C. Determinacion de solidos totales de tinturas vegetales



ANEXO E. Control de calidad organoléptico de las tinturas



ANEXO G. Cromatografia Capa Fina



ANEXO H. Cromatografia tintura de acibar de sabila (Aloe barbadensis) lampara UV

ANEXO I. Cromatografia capa fina de matico (Eupatorium glutinosum)



ANEXO J. Cromatografia tintura de acibar de sabila (Aloe barbadensis)

ANEXO K. Soluciones de &cido gélico para curva de calibracién de cuantificacion de
fenoles totales



ANEXO L. Filtracion de tintura de acibar de sabila

ANEXO M. Ensayo DPPH tinturas



ANEXO N. Materiales y soluciones para evaluacién de actividad antinflamatoria en
edema plantar inducido por carragenina

ANEXO O. Cuidado y mantenimiento de animales de experimentacion



ANEXO P. Animal de experimentacion rata (Rattus norvergicus)

ANEXO Q. Induccién de solucién de carragenina al 1% en suero fisioldgico



ANEXO R. Medicién de volumen de la pata posterior derecha inflamada

ANEXO S. Administracion via oral de tinturas






ANEXO T. Acta de entrega — recepcion de animales de experimentacion por parte del
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica




