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GLOSARIO

°C: Grado Celsius

pL: Microlitros

pg: Microgramos

ACTH: Hormona adrenocorticotropa
AINES: Antiinflamatorios no esteroideos
COXIB: Anti-inflamatorios no esteroideos actuan especificamente en COX-2
Cox-1: Ciclooxigenasa-1

Cox-2: Ciclooxigenasa-2

DMSO: Dimetilsulfoxido

DPPH: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
E.H: Extracto hidroalcoholico

GA: Acido galico

IC50: Concentracion inhibitoria media
mEq: Miliequivalente

mL: Mililitros

nm: Nandmetros

PG: Prostaglandina

QE: Quercetina

RFE: Real Farmacopea Espafiola

RPM: Revoluciones por minuto

WST-1: Cell proliferation reagent
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https://salud.ccm.net/faq/12588-anti-inflamatorios-no-esteroideos-definicion

RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad anti-inflamatoria y citotdxica in vitro del
extracto hidroalcohdlico de hojas de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers. El material vegetal fue
recolectado en la Provincia de Loja. El extracto fue obtenido por maceracion usando etanol al
70% como solvente, y posteriormente se concentrd y liofilizd, siguiendo un procedimiento
estandar. El tamizaje fitoquimico indico la presencia de flavonoides, alcaloides, triterpenos,
saponinas y taninos entre los mas representativos. El extracto liofilizado de hojas de B.
genistelloides presento 504.82 mgQE/g de flavonoides y 225.76 mgGA/g de fenoles totales. La
actividad antioxidante se evalu6 mediante el método DPPH, en términos de 1Cso se obtuvo un
valor de 303.28 ug/mL. Las actividades anti-inflamatoria y citotoxica in vitro fueron analizadas
empleando la sal de tetrazolio (WST-1) sobre neutrdfilos aislados. Los resultados obtenidos
muestran que Baccharis genistelloides a una concentracion de 200 pg/mL presenta 69.18%z+ 2.99
de inhibicién inflamatoria, siendo superior al estandar (&cido acetilsalicilico) que obtuvo un valor
de 54.59%z= 1.67. En la evaluacion de la citotoxicidad expresada como porcentaje de viabilidad
celular se obtuvieron valores superiores en el caso de Baccharis genistelloides respecto al
estandar (acido acetilsalicilico) utilizado. Se recomienda realizar estudios in vivo para probar la

eficacia y seguridad de este interesante producto natural.
Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <FARMACIA> <MANO DE DIOS (Baccharis

genistelloies)>, <SAL DE TETRAZOLIO (WST-1)>, <ACTIVIDAD ANTI-
INFLAMATORIA>, <ACTIVIDAD CITOTOXICA>, <ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE>.
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the anti-inflammatory and in vitro cytotoxic activity
of the hydroalcoholic extract of Baccharis genistelloides leaves (Lam.) Pers. The vegetal material
was collected in the Loja province. The extract was obtained by maceration using 70% ethanol as
solvent and subsequently it was concentrated and lyophilized, following a standard procedure.
The phytochemical screening indicated the presence of flavonoids, alkaloids, triterpenes,
saponins and tannins among the most representative. The lyophilized extract of B. genistelloides
leaves showed 504.82mgQE/qg of flavonoids and 372.04mgGA/g of total phenols. The antioxidant
activity was evaluated by the DPPH method, in terms of ICso a value of 303.28ug/mL was
obtained. The anti-inflammatory and in vitro cytotoxic activities were analyzed using the
tetrazolium salt (WST-1) on isolated neutrophils. The results show that Baccharis genistelloides
at a concentration of 200 pg/mL presents 69.18%%= 2.99 of inflammatory inhibition, being
superior to the standard (acetylsalicylic acid) that obtained a value of 54.59%+1.67. In the
evaluation of the cytotoxicity expressed as percentage of cellular viability, higher values were
obtained in the case Baccharis genistelloides with respect to standard (acetylsalicylic acid) used.
It is recommended to conduct in vitro studies to test the efficacy and safety of this interesting

natural product.
Key Words: <BIOCHEMESTRY>, <PHARMACY>, <HAND OF GOD (Baccharis

genistelloides)>, <TETRAZOLIUM SALT>, <ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY>,
<ANTIOXIDANT ACTIVITY >.
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INTRODUCCION

El Ecuador es un pais diverso que posee miles de especies vegetales con pocos estudios que
determinen sus actividades terapéuticas, por lo que se busca generar una nueva alternativa
terapéutica para tratar las enfermedades inflamatorias mediante un proyecto de investigacion que
evalla la actividad anti-inflamatoria del extracto hidroalcohdlico Baccharis. genistelloides
(Lam.) Pers., a la vez que se darad cumplimiento con el del Plan Nacional para el Buen Vivir 2013-
2017 Objetivo 3 que dice “Mejorar la calidad de vida de la poblacion”(SENPLADES 2013-2017, pp.
135).

En la actualidad, la mayoria de los estudios efectuados sobre la evaluacion de la actividad anti-
inflamatoria de ciertas plantas medicinales, han constituido un gran aporte para la farmacologia
lo que permite el desarrollo de distintos farmacos que presenten caracteristicas anti-inflamatorias,
gue mejoran la calidad de vida de los pacientes; siendo estos econémicos, seguros y con gran
potencial terapéutico, a la vez aportan a la matriz productiva de nuestro pais ya que se
industrializaria nuevos productos naturales permitiendo generar desarrollo, bienestar y progreso

de la ciudadania (Aguilar et al. 2007, pp. 2-7).

Estos nuevos fitofarmacos ayudan a controlar, prevenir y tratar este tipo de dolencias sin la
presencia de mayores efectos colaterales que ocasionan los medicamentos comercializados
actualmente para tratar la inflamacion, como por ejemplo el consumo habitual y prolongado de
medicamentos anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) que afecta a una gran cantidad de

poblacién (Bannwarth 2006, pp. 1-6).

En conjunto, los AINES ocupan un lugar destacado en las ventas de medicamentos, con mas de
40 millones de envases vendidos aproximadamente, segun datos de establecimientos sanitarios;
siendo los méas usados los tradicionales (naproxeno, ibuprofeno o diclofenaco) y los anti-
inflamatorios inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa 2 (Cox2); aunque también se encuentran

en esta denominacion los COXIB y el &cido acetilsalicilico (Martinez & Garridoa 2013, pp. 41-53).

El estudio estima que el gasto directo asociado con complicaciones gastrointestinales relacionadas
con el uso de los AINES se encuentra entre 1.800-8.500 ddlares por pacientes y hospitalizacion;
mientras que en la poblacion de la tercera edad los costes médicos asociados a los mismos eventos

superan los 4.000 millones de dolares anuales (Gassull M. et al. 2007, pp 117-128).



Asi, el primer objetivo de esta investigacion es probar la actividad anti-inflamatoria que puede
presentar la planta, dando un mayor valor terapéutico e integrar nuevas formas de utilizacion para
tratar patologias inflamatorias, en la actualidad se usa para tratar dolencias del higado (Mendoza, Z.
& Yaguana, C. 2014, pp. 27-29).

Ademas, se ejecutd el estudio de la actividad citotoxica y anti-inflamatoria in vitro mediante el
empleo de células sanguineas (neutr6filos) que participan de forma directa en el proceso
inflamatorio, método sensible debido a la exposicion directa de las células; de igual forma se
aprovecha el uso de métodos alternativos que no afecten la vida de biomodelos (Liu, X. et al. 2018,
pp. 24-32).

El problema que motivo la presente investigacion es: ;Posee el extracto hidroalcoh6lico de hojas

de (Baccharis genistelloides (Lam.) Pers.), actividad anti-inflamatoria y citotoxica in vitro?

El presente trabajo de titulacion esta estructurado de la siguiente:

Capitulo I: abarca informacidn del marco teérico, temas necesarios para comprender acerca de la
actividad anti-inflamatoria, antioxidante y citotoxica de Baccharis genistelloides, siendo

oportuno y necesario recolectar informacion de libros, revistas y articulos cientificos.

Capitulo I1: se presenta la metodologia necesaria para llevar a cabo esta investigacion.

Capitulo 1l1: contiene todos los resultados de los ensayos realizados en la investigacion con sus

respectivos analisis y teorias aportados por otros investigadores.

Finalmente, se expresan las conclusiones y recomendaciones que responden a los objetivos
planteados inicialmente, resultados adquiridos y nuevos paradigmas que se presentaron durante

todo el trabajo de titulacion.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad anti-inflamatoria y citotoxica in vitro del extracto hidroalcoholico de hojas
de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers.

Objetivos especificos

» ldentificar la composicién quimica del extracto hidroalcoholico de hojas Baccharis
genistelloides (Lam.) Pers. mediante tamizaje fitoquimico.

» Determinar el contenido de flavonoides totales y fenoles presente en el extracto
hidroalcohdlico de hojas de B. genistelloides (Lam.) Pers. mediante métodos

colorimétricos.

» Evaluar la capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de hojas Baccharis
genistelloides (Lam.) Pers mediante el método DPPH .

» Determinar la actividad anti-inflamatoria in vitro del extracto hidroalcohoélico de hojas de

B. genistelloides (Lam.) Pers. sobre neutrofilos aislados.

» Determinar la actividad citotoxica in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de B.

genistelloides (Lam.) Pers., en términos de viabilidad celular.



CAPITULO I

1 MARCO TEORIO

1.1 Familia Asteraceae

Su nombre proviene del vocablo latino “aster” que significa estrella y se refiere a la apariencia de
estrella que presenta las inflorescencias. La familia Asteraceae esta formada por hierbas, arbustos,

arboles, que pueden ser trepadoras, rastreras o erectas (Freire A., 2004, pp. 95).

Las hojas pueden ser simples, compuestas, alternadas y/o espiraladas; opuestas o incluso pueden
estar ausentes. Las inflorescencias estan en disposicion de capitulo o cabezuela, pueden ser
hermafroditas o unisexuales. Muchos agentes como mariposas, colibries, abejas, o el viento

facilitan la polinizacion de esta familia (Freire A., 2004, pp. 95).

En el Ecuador estan distribuidas en toda la region andina, se ha registrado alrededor de 217
géneros y 918 especies. La familia Asteraceae presenta gran valor econdmico a nivel de:
ornamentacion girasol (Helianthus annuus L.), alimentacion la lechuga, (Lactuca sativa L.) y

medicinal la chilca (Baccharis latifolia) (Balslev et al. 2016, pp, 219-234).

1.2 Género Baccharis

El nombre del género Baccharis procede del vocablo griego “Bakkaris "asignado en honor a
“Baco”, dios del vino, este género contiene mas especies entre la familia Asteraceae; esta
constituido por aproximadamente 500 especies, exclusivos de América (Martinez, M. et al. 2018, pp.2-

4).

Existe gran interés de investigacion sobre éste género por su amplio uso en la medicina popular

debido al contenido en metabolitos como flavonoides, di y triterpenos (Aguilar et al. 2007, pp. 14-16)

1.2.1  Usos del género Baccharis

Los estudios de especies del género Baccharis de uso tradicional en Latinoamérica sefialan que

presentan principalmente flavonoides, flavonas, diterpenos labdanos y clerodanos; metabolitos
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que les confiere actividad anti-inflamatoria, antioxidante, antifingica, antileucémica, antiviral,

espasmolitica y gastroprotectora (Martinez, S. et al. 2011, pp. 35-40 ).

1.3  Especie Baccharis genistelloides

1.3.1 Distribucion

Baccharis genistelloides se encuentra distribuida en Colombia, Bolivia, Per(, Ecuador y Chile.
En Ecuador se localizan alrededor de los 1000 msnm a 4500 msnm (De F. Melo et al. 2001, pp.
33-38), en las provincias de Azuay, Zamora Chinchipe, Bolivar, Tungurahua, Cafar, Sucumbios,
Carchi, Chimborazo, El Oro, Cotopaxi, Pichincha, Imbabura, Loja, Napo y Morona Santiago
(Mendoza, Z. & Yaguana, C. 2014, pp. 27-29).

1.3.2 Clasificaciéon taxondmica

Tabla 1-1Clasificacién taxonémica de Baccharis
genistelloides (Lam.) Pers.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Magnolipsida

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Género Baccharis

Especie B. genistelloides

Nombres comunes mano de dios, chilca de cerro.

Fuente: http://www.tropicos.org/Name/2722899

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

1.3.3 Habitat

Habita en bosque montano, matorrales andinos, también pueden crecer en suelos arcillosos,
arenosos o pobre en nutrientes con cualquier tipo de pH; sin embargo, prefiere un suelo himedo

y puede tolerar la sequia (Justil, H. & Arroyo, J. 2010, pp. 88-96).
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1.3.4 Caracteristicas botanicas

Es una planta terrestre perenne verde, mide de 30 cm hasta 2 metros de altura, cuando hay
presencia de sombra puede transformarse en trepadora. Sus hojas son de color verde-amarillento,
los tallos son aplanados y con segmentos alados. Flores agrupadas en inflorescencias en forma de
capitulos solitarios y/o agrupados color blanco-verdoso, localizadas a lo largo del tallo. Frutos
son aquenios de color negro con pequerfias semillas. Es polinizado por insectos y abejas (Mendoza,
Z. & Yaguana, C. 2014, pp. 27-29).

Planta y flor de la mano de dios
Bacchanris genistelloides

Figura 1-1 Baccharis genistelloides (Lam.) Pers.
Fuente: ( Mendoza, Z. & Yaguana, C. 2014,, pp. 28)

1.3.5 Composicion quimica

La planta contiene hasta 20% de flavonoides, principales componentes activos, incluyendo
luteolina, quercetina, nepetin, hispidulina y apigenina (Kuroyanagu et al. 1997, 415-434).

1.3.6 Usos

A continuacion, se detalla sus diferentes usos:

Alimento de los vertebrados y apicola
Empleado como forraje del ganado vacuno, equino y otros cuadripedos. Apicola: las abejas llegan
a las flores de esta especie ( Mendoza, Z. & Yaguana, C. 2014 pp. 29).



Social

En el pueblo kichwa de la provincia de Loja, la planta completa es usada para sanar a los nifios
asustados.

Aditivos de los alimentos

Se aprovecha en la elaboracion de quesos (hace mas acida la leche) junto con el tercer estomago

del becerro, sal y lima (de la Torre et al. 2008 pp. 96).

Usos medicinales

La planta ha adquirido la historia de uso medicinal en las poblaciones nativas de América Latina,
donde es apreciada por la efectividad sobre el sistema digestivo (Tapia J. 2004, pp 1-4).

Su actividad medicinal se debe principalmente a los flavonoides, se emplea como antirreumatico,
colagogo, para curar enfermedades del higado bebiendo el té dos veces cada dia, mientras que
para dolores reumaticos se tritura hojas y se realiza frotaciones. Es usado como antihelmintico y

antiulceroso asi como para tratar la influenza (Abad et al. 1999, pp. 499-503).

Una investigacion ha demostrado que presentan efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos,
exclusivamente la quercetina ha mostrado tener efecto antioxidante y anticancerigeno (Justi, H. &

Arroyo, J.2010, pp 88-96).

Publicaciones en América del Sur sobre hierbas medicinales, incluyen a B. genistelloides ya que
es tan efectiva para los trastornos estomacales y es antitérmica. En Brasil se emplea para tratar
malaria, trastornos digestivos, diabetes, anemia, diarrea, Ulceras, dolor de garganta, angina,

indigestion, lombrices intestinales, inflamacion urinaria, y lepra (De F. Melo et al. 2001, pp. 33-38).

También se describe un nuevo efecto terapéutico antiartritico del extracto acuoso de B.
genistelloides (AEBg) usando el modelo de artritis inducida por colageno (Coelho et al. 2004, pp. 69-
80).

Ademas, en las zonas andinas se emplea para aliviar la inflamacion de rifiones y bajar el azicar

de la sangre. La infusion del tallo con aguardiente se emplea como vermifugo y anestésico



(Mendoza, Z. & Yaguana, C. 2014 pp 29). Anti-inflamatorio hepatico y renal y en el tratamiento de litiasis

biliar ( Galan de Mera, A. & Sanchez I., 2013 pp. 23-27, 31).

1.3.7 Parte utilizable y preparacion

Se usa toda la planta en coccion (30g/I de agua). Se bebe méximo por nueve dias, se puede tomar

por tres ocasiones con un intervalo de 30 dias ( Mendoza, Z. & Yaguana, C. 2014 pp. 29.).

1.4 Inflamacion

La reaccion inflamatoria es una respuesta defensiva local, puede ser causado por irritantes
quimicos como compuestos organicos 0 inorganicos, agentes fisicos, toxinas de bacterias,
replicacion intracelular de virus, reacciones de hipersensibilidad o por infeccion microbiana. Con
este proceso se intenta eliminar los agentes nocivos y tejido dafiado con el objetivo de iniciar la
curacion de heridas. Esto se consigue mediante un proceso de sefiales quimicas que promueven a
los leucocitos sanguineos y los tejidos circundantes inicien el proceso de curacion (Attaur et al, 2009,

pp. 709).

En ocasiones, la respuesta inflamatoria no es suficiente, los irritantes perduran en los tejidos y la
inflamacion se vuelve crénica. En estas situaciones la inflamacion puede ocasionar mas dafio que
beneficio y los tejidos circundantes sufren un ataque bioquimico y las articulaciones sufren
erosion proteolitica llegando a convertirse en enfermedades artriticas. La mayoria de los
tratamientos anti-inflamatorios buscan reducir este proceso y otros pocos tratan los sintomas en

lugar de erradicar las causas (Attaur et al, 2009, pp. 709-711).

Tabla 2-1 Signos y marcadores de la inflamacién a corto plazo.

CARACTERISTICA MECANISMOS INICIADORES

Eritema Vasos sanguineos dilatados Histamina

(enrojecimiento)

Calor Incremento del flujo sanguineo Vasodilatadores
Fiebre naturales

pirégenos, PGE;

Hinchazon Fugas en la microvasculatura Histamina
(edema) Flujo linfético reducido Factores de
coagulacién




Dolor Muchos

Pérdida de funcién Dolor agudo, edema
Cicatrizacién por ejemplo

formacion de granuloma

Péptidos de plasma
(cininas)
Neuropéptidos
Amplificacion por
PGE:
Proteasas/
leucocitos
Factores
fibrogénicos

(citoquinas)

Fuente: (Attaur et al, 2009, pp. 708)
Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018

Cuando se produce una agresion de cualquier tipo, las arteriolas se contraen evitando la pérdida
de sangre, por otro lado, los vasos sanguineos mas pequefios se dilatan aumentando el flujo
sanguineo y la permeabilidad del tejido vascular permitiendo la salida de los factores de defensa.

Si mencionado proceso no se genera hasta eliminar en su totalidad los agentes nocivos, se produce

una inflamacién crénica.

1.4.1 Fases de la inflamacion

A continuacion se detalla las fases que incluye el proceso de inflamacion: (Abbas et al. 2015, pp. 8-9

.) (Cuenca A. et al. 2002, 223-235).

1. Liberacion de mediadores. Son moléculas liberadas y sintetizadas por el mastocito.

2. Efecto de los mediadores: estas moléculas (liberadas) causan efectos quimiotacticos y

modificaciones vasculares que permiten el ingreso al foco inflamatorio las moléculas y

células inmunes.

3. Llegada al foco inflamatorio: Acttan células y moléculas de la sangre y de las zonas

circundantes al foco.

4. Regulacion del proceso inflamatorio: conformada por una cadena de mecanismos que

inhiben, finalizan o equilibran el proceso.

5. Reparacion. Fenémenos que realizan reparacion total o parcial de los tejidos.
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1.4.1.1 Liberacién de mediadores.

La fuente de liberacién de mediadores es el mastocito (célula inmune inespecifica procedente de
la médula Gsea) contiene granulos con mediadores de la inflamacion en el citoplasma que son

liberados una vez que se activa por la agresion provocada por el agente lesivo

El &cido araquiddnico tiende a seguir dos rutas 1) de la enzima ciclo oxigenasa (produce

prostaglandinas y tromboxanos); 2) de la lipooxigenasa (formacion de leucotrienos).

1.4.1.2 Efectos de los mediadores

Mediadores preformados

» Histamina. se encuentra principalmente en el mastocito y baséfilo actuia sobre receptores

H>, produce efectos de inhibicién o regulacién de la inflamacion.

> Enzimas proteoliticas. La kininogenasa actGan en las proteinas Ilamadas kinindgenos,
generando péptidos mas pequefios (kininas), que provocan vasodilatacion e incremento

de la permeabilidad vascular

> Heparina. Al impedir la coagulacion, beneficia el ingreso de células hacia el foco

inflamatorio.

Mediadores sintetizados de novo

» PGE,. (prostaglandina E,) provoca vasodilatacion y dolor.

> LTB,. factor quimiotactico para leucocitos (eosindfilos, neutrofilos), mastocitos y
macréfagos.

> Factor activador de plaquetas. Cumple actividades de activacion de plaquetas, aumento

de la permeabilidad vascular, vasodilatacion y activador de neutrdfilos.

1.4.1.3 Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio

En la fase inicial se produce alteraciones vasculares que proporcionan el traslado de moléculas al
foco inflamatorio y generacion de edema. En una segunda fase, las alteraciones vasculares y

liberacion de factores quimiotacticos establecen el ingreso de células inmunes al foco infeccioso.
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1.4.1.4 Regulacién de la respuesta inflamatoria

El proceso inflamatorio es regulado para evitar una respuesta perjudicial.

1.4.1.5 Reparacion

El proceso de reparacion promueve la llegada de fibroblastos (zona afectada) que van sintetizar

colageno y proliferar células epiteliales y vasos sanguineos.

Tabla 3-1 Clasificacion de los Tipos de Inflamacion

TIPOS DE INFLAMACION DEFINICION
Inflamacién Aguda Tiene corta duracién, da una respuesta inmediata
- frente al agente perjudicial induciendo el
'é desplazamiento de leucocitos (neutrofilos).
'§ Inflamacidn Crénica Presenta larga permanencia (Semanas 0 meses),
E implica la presencia de linfocitos y macréfagos y
propagacion de fibrosis y necrosis.
Focales Ocasionadas por las infecciones producidas en
© :% zonas y 6rganos especificos.
DS_ % Diseminadas Se da expansion de las inflamaciones persistentes,
3 mediante via canalicular, fistulizacion o metéastasis.
Infecciosas Inducida por microorganismos patdégenos como
bacterias, pardsitos, virus, o0 por toxinas
microbianas.
Traumatica Producida por golpes agudos, acontece con los
% esguinces.
-T% Inmunitarias o reacciones Producidas por alérgenos comunes.
e de hipersensibilidad
S Irradiaciones Dado por exposicion a agentes quimicos Yy
ambientales que provocan este tipo de energia.
Necrosis tisular Puede darse por la presencia de cuerpos
extrafios.

Fuente:(Villalba, E. 2014, pp. 2261-2664)
Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018
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1.4.2 Rol de las isoenzimas de la ciclooxigenasa (COX) en la inflamacion

Se han identificado dos isoenzimas COX: COX-1y COX-2.

Physiologic Inflammatory
stimulus stimulus

e |ntestine l ¢ Macrophages

s Platelets s | eukocytes

e Stomach COX-1 COX-2 + Fibroblasts

e Kidney constitutive inducible ¢ Endothelial cells

PR

TXA, PGl, PGE, PGl,  PGE,

o A
Inflammation

Figura 2-1 Funciones de las enzimas COX-1y COX-2 en la inflamacion
Fuente: (Nadendla, R. 2005, pp. 232)

1.5 Terapia anti-inflamatoria

1.5.1 Terapia convencional

Las drogas con accion anti-inflamatorias modifican la respuesta inflamatoria de las enfermedades,
sin embargo, no son capaces de curar ni eliminar al agente causal. Por lo que se debe buscar un
farmaco que no interfiera con la respuesta normal de la inflamacién que forma parte del

mecanismo de defensa del organismo (Martinez, E. & Garrido, O. 2013, pp 41-53).

Inicialmente, esteroides como: dexametasona, prednisolona, betametasona y la hidrocortisona
eran considerados como farmacos de eleccidn para tratar la inflamacion. Sin embargo, han sido
reemplazados por otros farmacos con menores efectos adversos y mayormente tolerados, AINES

(Anti-inflamatorio no esteroideo)(Muster, D. 2005, pp. 21-29).

Sobre la base de su estructura quimica bésica de los medicamentos antiinflamatorios se clasifica

en: (Attaur et al, 2009, pp. 709-711).

1. Derivados del &cido salicilico.
2 Derivados del acido N-arilantranilico.

3. Derivados del 4cido arilacético.
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4. Derivados del &cido arilpropidnico.
5. Pirazolonas y pirazolodionas.

6. Varios medicamentos antiinflamatorios (Millikan, L. 2016, pp.103-108)

1.5.1.1 Medicamentos Anti-inflamatorios Esteroideos o Glucocorticoides

Hormonas anti-inflamatorias: La glandula suprarrenal (A) contiene dos érganos endocrinos, (i) la
médula que secreta adrenalina en la sangre (epinefrina) y (ii) la corteza (porcién externa) que
secreta esteroides C»1 que regulan el metabolismo de los carbohidratos (glucocorticosteroides) y
el balance mineral, particularmente excrecion de K * (mineralcorticoides). La secrecion de
esteroides esta bajo el control de otro 6rgano endocrino, la pituitaria (P) (situada en la base del
cerebro) que libera corticotropina (ACTH). Esto a su vez estd regulado por neuropéptidos

liberados del hipotalamo (H).

Este llamado HPA a menudo es deficiente en pacientes con artritis reumatoide. Por consiguiente
produce menos esteroides suprarrenales. Ensayos en animales de laboratorio, mediante la
eliminacion de las glandulas suprarrenales proporcioné informacion de que los esteroides Ca
podrian ser agentes anti-inflamatorios endégenos y su produccién podria aumentar al inyectar
ACTH (Villalba, E. 2014, pp713-721).

Los glucocorticoides se administran por via topica, oral o parenteral para tratar afecciones
inflamatorias, pero se sabe que ejercen muchos efectos secundarios indeseables. Son considerados
como los mas potentes entre los anti-inflamatorios, debido a que actian contra la inflamacién por

diversas vias (Chatwal, 2009, pp.225-230).

1.5.1.2 Analgésicos, Antipiréticos, Anti-inflamatorios no Esteroideos (AINES)

Los agentes anti-inflamatorios no esteroideos carecen de los efectos indeseables de los anti-
inflamatorios esteroides debido a su diferente mecanismo de accion. Los AINES actGan mediante
la inhibicién de la ciclo-oxigenasa isoenzima 2, impidiendo la sintesis de prostaglandinas
implicadas en el dolor y la inflamacién; mientras que la isoenzima ciclo-oxigenasa 1 participa en
sintesis de los prostanoides implicados en funciones constitucionales, como la gastroproteccion

(Dawson, J. & Hennell, S. 2007, pp.39-43).

En medicina, esta clase de drogas se emplean en el tratamiento de trastornos musculoesqueléticos

como: artritis, espondilitis anquilosante reumatoide y osteoartritis. Estas drogas son capaces de
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aliviar los sintomas del dolor e inflamacion que est4 asociada con la enfermedad. Los agentes
anti-inflamatorios no esteroideos también poseen propiedades analgésicas y antipiréticas (reducen
la temperatura en estados febriles) (watson, R. 2013 pp. 2-15). Por lo tanto, estos agentes también se
usan como analgésicos contra el dolor de intensidad baja a moderada. Ademas, estos agentes no
provocan dependencia y carecen de los efectos no deseados como los opioides en el sistema

nervioso central (Chatwal, 2009, pp.225-230).

CLASIFICACION DE ANTI-INFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Se pueden clasificar en funcién de la estructura quimica de la siguiente manera:

1. Salicilatos

2. Acidos propionicos (Profens)
3. Acido arilo y heteroarilacético
4. Antranilatos (Fenamatos)

5. Oxicams ("Enol Acids")

6. Fenilpirazolonas (Nadendla, R. 2005, pp. 232-234).

> AINES no selectivos

Ibuprofeno, naproxeno (para el dolor agudo), diclofenaco.

> AINES selectivos de Cox-2

Celecoxib: (para osteoartritis), etoricoxib

1.5.2 Fitoterapia

Es parte de la terapéutica que permite disponer de medicamentos de origen natural para prevenir
o0 curar una patologia, habitualmente de leve 0 moderada severidad. De estan forma las plantas
tienen un papel esencial en el &mbito sanitario en paises en vias de desarrollo e inclusive en paises
industrializados desde los ultimos afios donde la poblacion esta interesado en optar por una terapia
natural cuya materia prima son drogas vegetales 0 extractos (Martinez et al. 2011,pp. 35-36).

De esta forma el empleo de plantas medicinales ayuda a tratar la inflamacién sin la presencia de
mayores efectos secundarios, lo que constituye la principal ventaja ante la terapia convencional.

Entre los compuestos responsables de la actividad anti-inflamatoria son compuestos fendlicos,
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flavonoides, alcaloides, terpenos, saponinas y compuestos relacionados, lignanos, entre otros

(Gémez, H. ; etal. 2011, pp. 182-2011).

1.5.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos constituyen una parte integral de la dieta humana, son considerados
compuestos biol6gicamente activos (Fraga & Perez 2018, pp. 107-112). EI conocimiento acerca de los
radicales libres y su papel en el envejecimiento han despertado interés por conocer la actividad
de los compuestos fendlicos. Una extensa gama de estudios demostraron que las propiedades
antioxidantes podrian contrarrestar la aterosclerosis, enfermedad cardiaca y mostrar citotoxicidad

selectiva hacia las células cancerigenas en la mama (Mulero, J. et al. 2015, pp. 25-31).

1.5.3.1 Flavonoides

También son conocidos como bioflavonoides, se encuentran de forma natural en las plantas
(metabolitos secundarios). Los flavonoides constituyen un importante grupo de polifenoles,

existen aproximadamente 4.000 flavonoides (Singh, A. 2016 pp. 1-13).

Son nutrientes vegetales que, al consumir en forma de fruta o verdura, carecen de toxicidad. Los
flavonoides son los responsables de los vibrantes colores, sabor y astringencia de flores y frutos
de muchas plantas. También cumplen el rol de proteccién de las plantas contra los ataques de

microbios e insectos (Nogueira-librelotto et al. 2016, pp. 326-335).

Los flavonoides son un gran grupo de compuestos derivados del benzo-y-pirano, presentan
diversos grupos hidroxilos enlazados a C6-C3-C6, nominadas como A, B y C (Figura 3.1).
Dependiendo del grado de oxidacion y de sustitucion en el anillo B se subdivididen en flavonas,
flavononas, flavonoles, , flavanos, isoflavonas, auronas, chalconas y antocianinas (Figura 4.1)

(Bruneton , J. 2001 pp. 306-324).

c |

O

Figura 3-1 Estructura béasica de los flavonoides
Fuente: (Bruneton, J. 2001 pp. 307)
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Mas importante ain, el consumo de alimentos que contienen flavonoides se ha relacionado con
numerosos beneficios para la salud. Los flavonoides presentan actividad antioxidante,
antimicrobiana (Figura 5.1 ), antiviral, anti-inflamatoria y muchas otras (Wei, M,; et al. 2018, pp. 2-
10). Al ser compuestos polifendlicos, los flavonoides pueden actuar como antioxidantes mediante
el mecanismo de eliminacidén de los radicales libres y quelacion de iones metalicos (Saraswat, J. &
Bhattacharya, P. 2013, pp. 125-140).

HO. i
KE;’)H
OH O o

FLAVOMNAS FLAVONOLES FLAVANONAS
8 = H, apigenal A = H, kasnfarol A = H, naringetol
R = OH, lutealol R = OH, quarcefol A = (OH, anodicliol

H 1]
AH
".-w HO. o
ou ot g

:m

DIHIDROFLAVONOLES FLAVAN-3-OLES FLAVAN-3,4-DIOLES
A = H, dihidrokasnferc! R = H, afzelecol A = H, levcopsiargonicol
A = OH, aihidroguarcetol A = OH, catecol [ = OH, lsucocianidol

CHALCONAS AURONAS ANTOCIANIDOLES
H = M, isoliquiritigerninag Hispidol A = H, palargomidal
R = OM, buteina A = OH, cianidal

Figura 4-1 Clasificacion y estructura de los flavonoides
Fuente: (Bruneton , J. 2001 pp. 307)
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Figura 5-1 Descripcion de los flavonoides que tienen propiedades antimicrobianas.
Fuente: (Schenke, D. et al. 2018, pp. 6)
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Algunos flavonoides poseen notables efectos terapéuticos en las lesiones hepéticas causadas por
diversos factores como el alcohol, drogas y productos quimicos (captando radicales libres y
especies reactivas de oxigeno); la accion hepatoprotectora de los flavonoides puede estar

relacionada con su accion antioxidante y anti-inflamatorias (wan, L. & Jiang, J. 2018, pp. 283-291).

Estudios observacionales describen que una dieta rica en flavonoides previene trastornos
neurodegenerativos, protegen el cerebro del envejecimiento (bebiendo té verde y negro, rico en
flavonoides), retarda la edad (espinaca o fresa) (Keller, RB 2016, pp. 2-23). EI consumo de jugo de
arandano silvestre mejora aspectos de la memoria y aprendizaje (en adultos mayores) ademas,

reduce los sintomas depresivos y niveles de glucosa (Jaeger, B. et al. 2017pp.50-62).

Algunas investigaciones también indican que los flavonoides pueden ayudar a prevenir la caries

dental y reducen la aparicion de dolencias comunes como la gripe (Wei, M.; et al. 2018 pp. 2-10).

1.6  Ensayo de citotoxicidad in vitro

Se define citotoxicidad celular a la alteracion de la funcion celular bésica que conlleva a producir
un dafio que puede ser detectado. Los ensayos de citotoxicidad in vitro presentan alta sensibilidad
en comparacion con los estudios en animales, esto se da por la exposicion directa de las células
con el material que se prueba y la ausencia de los mecanismos bioldgicos que protegen a los

Organos y tejidos in vivo (Liu, X. et al. 2018, pp. 24-32).

WST-1 (sal de tetrazolio soluble en agua) es un ensayo colorimétrico que permite la cuantificacion
no radioactiva de la viabilidad celular, proliferacion celular y citotoxicidad de una solucién que

depende de las deshidrogenasas mitocondriales en células intactas (Braun et al. 2018, pp 28-34).

Principio: Las sales de tetrazolio débilmente coloreadas o incoloras, se reducen por medio de un
mecanismo celular (producido en el exterior de la célula) a formazan de color amarillo oscuro,
una sal soluble (Tan, A. & Berridge, M. 2018, pp.59-68). En este ensayo se deduce que la reduccion del
colorante es proporcional al nimero de células viables en la fase de crecimiento exponencial

(proliferacion celular) (Berridge, M. & Patries, H.2015, pp. 3-27).

Las células cultivadas en la microplaca de 96 pocillos se incuban con el reactivo WST-1, después
del periodo de incubacion se cuantifica el formazan formado con un espectrofotémetro de barrido
maltiple. La absorbancia medida es directamente proporcional con la cantidad de células viables
(Roche 2007, pp.1-4).
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1.7 Actividad antioxidante

1.7.1 Radicales libres

Los radicales libres actuan en la regulacion de la transduccion de sefiales, expresion genética y
activacién de receptores. En los sistemas bioldgicos se encuentra especies de oxigeno reactivo
(ROS) (superoxido, hidroxilo, hidroperoxilo, peroxi, etc.) y especies de nitrdgeno reactivo (RNS)

(6xido nitrico (NO), peroxinitrito, etc) (Adaramoye & Olajuyin 2014, pp. 408-415).

Sin embargo, se conoce que el exceso de radicales produce toxicidad en el organismo,
produciendo dafio oxidativo a macromoléculas como ADN, proteinas y lipidos. El exceso de
generacion de radicales libres puede inducir a cancer, enfermedades neurodegenerativas,

aterosclerosis e inflamacion (Fidrianny, 1. & Nurfitri , H. 2015, pp. 1525-1531).

El papel que desempefia los antioxidantes de las plantas medicinales es minimizar la generacion
de radicales libres y apaciguar padecimientos causados por el estrés oxidativo. Entre los
compuestos que presentan actividad antioxidante tenemos a los polifenoles (flavonoides), su
actividad se debe esencialmente a sus propiedades redox, pues actian en la neutralizaciéon de
radicales libres, extincion del oxigeno singulete y triplete y descomposicion de per6xidos
(Adaramoye & Olajuyin 2014, pp. 2-8).

El método para determinar la actividad antioxidante, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) se
empleo para investigar la capacidad antioxidante de frutas frescas, bebidas y alimentos. Ademas,
estudios revelaron que el método DPPH puede usarse para determinar la actividad antioxidante

de extractos de plantas (Fidrianny et al. 2014, pp. 209-303.
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CAPITULO II

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de la investigacion

Esta presente investigacion se ejecutd en la en el laboratorio de Productos Naturales de la Escuela
de Bioquimica y Farmacia, Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

2.2 ldentificaciéon del material vegetal y recoleccion de la muestra vegetal

La muestra vegetal fue recogida en la Provincia de Loja, Canton Loja, Tiro limite con el Parque

Nacional Podocarpus.

En las siguientes coordenadas:
» Latitud: 9558068 Y
» Longitud: 704427W

> Altitud: 2487m s.n.m.

Baccharis gensitelloides (Lam.) Pers. fue identificada en el Herbario de la Universidad Nacional

de Loja ubicado en la Provincia de Loja por el Ing. Zhofre Aguirre Mendoza.

Esta investigacion se realiz6 dentro del Contrato Marco de Acceso a Recursos Genéticos firmado
entre el MAE y la ESPOCH asignado con el nimero MAE-DNB-CM-2018-0086 y con nimero
de orden de movilizacion 024-2018-UPN-VS-DPAL-MAE.

2.3 Tipo de investigacion

En este trabajo de titulacion se realiz6 un estudio experimental que permitié evaluar la actividad

anti-inflamatoria y citotdxica en neutréfilos aislados.
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2.4

24.1

Materiales, reactivos y equipos

Material vegetal

2 muestras frescas de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers. recolectas en la Provincia de Loja.

2.4.2

Neutrofilos aislados de pacientes sanos.

Material biol6gico

Para la ejecucion de cada ensayo de la presente investigacion se empled los siguientes materiales,

reactivos y equipos detallados a continuacion:

Tabla 1-2 Materiales empleados en la evaluacidn de la actividad anti-inflamatoria y citotoxica in

vitro

ENSAYO

MATERIALES

Control de calidad de la droga
cruda

Tamizaje fitoquimico

Control de calidad del extracto

hidroalcohoélico

Cuantificacién de flavonoides y

fenoles totales

Actividad antioxidante

Crisoles de Porcelana
Tripode
Triangulo de porcelana

Papel filtro

Gradillas
Tubos de ensayo
Frascos ambar

Papel filtro

Picnémetro

Varilla de vidrio

Micropipeta de 100 y 1000uL
Balones de aforo de 25y 100
mL

Pipetas graduadas

Micropipeta de 100 y 1000uL
Balones de aforo de 25y 100
mL

Pipetas graduadas

Crondémetro

Reverbero
Cépsula de porcelana

Pipetas graduadas

Pinzas para tubos de
ensayos
Tripodes
Embudos

Pipetas graduadas

Cron6émetro

Piseta

Papel Aluminio
Tubos de ensayo

Vasos de precipitacion

Tubos de ensayo
Papel Aluminio
Piseta

Vasos de precipitacion
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Actividad anti-inflamatoria y Micropipeta de 10 y 1000uL Vasos de precipitacion
citotdxica in vitro Balones de aforo de 25, 200 y Placa de micropocillos
1000 mL Camara de Neubauer
Pipetas graduadas Algodén
Tubos de ensayo y gradilla Espatula
Papel Aluminio Piseta
Jeringuillas de 3 mL, 5 mL, 10
mLy 20 mL

Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018

Tabla 2-2 Reactivos empleados en la evaluacién de la actividad anti-inflamatoria y citotdxica in

vitro
ENSAYO REACTIVOS
Control de calidad Solucion de nitrato de amonio Agua destilada
de la droga cruda 10g/100mL. Acido nitrico

Perdxido de hidrégeno concentrado
Acido clorhidrico al 10%
Tamizaje Cloroformo Cloruro de sodio al 0.9 %

fitoquimico Hidroxido de sodio al 5% Solucion al 2 % de ninhidrina

Anhidrido acético Reactivo de Baljet
Acido sulfarico concentrado Etanol.

Reactivo de Fehling Eter etilico
Tricloruro férrico al 5 % Agua destilada
Reactivo de Dragendorff Sudan Il o Sudan IV
Cloruro de sodio Acido clorhidrico
Reactivo de Mayer

Alcohol etilico-éter dietilico (1:1)

Reactivo de Wagner
Control de calidad Agua destilada

del extracto Perdxido de hidrédgeno concentrado Solucion reguladora de pH
hidroalcohdlico Solucion  de nitrato de amonio
10g/100mL

Nitrito de sodio al 5% Cloruro de aluminio al 10%

Hidroxido de sodio 1M

Cuantificaciéon  de

flavonoides y fenoles Agua destilada

totales

Actividad
antioxidante
Actividad anti-
inflamatoria y

citotdxica in vitro

Reactivo de Folin Ciocalgteu

Reactivo de DPPH
Agua destilada
Heparina sddica
Agua destilada
Ficoll Paque

Zimozan A

Carbonato de sodio 7.5%

Metanol

Etanol al 70%

Solucién modificada de Hanks
Tritén X-100

Cloruro de Amonio

Dimetilsulféxido

Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018
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Tabla 3-2 Equipos empleados en la evaluacion de la actividad anti-inflamatoria y citotoxica in

ENSAYO EQUIPOS
Control de calidad de la Mufla Balanza analitica
droga cruda Desecador Sonicador
Estufa Molino
Tamizaje fitoquimico Sorbona
Control de calidad del pH-metro Balanza analitica

extracto
hidroalcohdlico
Cuantificacion de
flavonoides y fenoles
totales

Actividad antioxidante

Actividad anti-

inflamatoria y

citotoxica in vitro

Refractometro de Abbé

Bafio de agua

Espectrofotometro Thermo Scientific
Evolution 220

Vortex mixer MRCS1-100

Espectrofotometro Thermo Scientific
Evolution 220

Vértex mixer MRC S1 - 100
Espectrofotometro Thermo Scientific
Evolution 220

Vértex mixer MRC S1 - 100
Centrifuga

Desecador
Estufa

Balanza analitica
Barfio de agua

Desecador

Balanza analitica
Barfio de agua
Desecador
Balanza analitica
Bafio de agua

Desecador

Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018

2.5 Técnicas y Métodos
2.5.1 Preparacion de la muestra

Las hojas de B. genistelloides (Lam.) Pers. fueron recolectadas, seleccionadas, lavadas y
desecadas en la estufa a 40 °C por un determinado tiempo para posteriormente pulverizarlas en

un molino y almacenarlas.

En este presente trabajo se realizaron los ensayos por triplicado con el fin de garantizar la

seguridad y eficacia de la droga que seré analizada posteriormente.

Para lo cual se realizan las siguientes actividades:
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2.5.2 Parametros de control de la calidad de la droga cruda

2.5.2.1 Determinacién de cenizas totales

Las cenizas totales corresponden al residuo inorgénico (minerales) que se obtiene después de

incinerar una droga.

Procedimiento Se pesan 29+0.5 mg de la droga pulverizada en un crisol de porcelana
anteriormente tarado.
Se procede a carbonizar la muestra en un reverbero, seguidamente se incinera en la mufla por un

lapso de dos horas en una temperatura de 700 ‘C.

Se coloca el crisol en el desecador por 15 minutos y se pesa, el proceso se repite hasta que en dos

pesadas consecutivas la masa sea constante.

El residuo final presenta un color blanco, para obtener el resultado se aplica la siguiente formula:

M2 -M

%G = M1-M

x 100

Donde:

%C = porcentaje de cenizas totales.

M = masa del crisol vacio (g)

M:= masa del crisol con la porcién de ensayo (g)
M,= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos.

2.5.2.2 Determinacion de cenizas solubles en agua

Las cenizas solubles en agua corresponden a la parte de las cenizas totales con capacidad de

disolverse en agua.

Procedimiento En el crisol con cenizas totales obtenidas anteriormente se colocan de 15 mL de
agua, se tapa y se hierve ligeramente en un mechero por 5 minutos. Empleando papel filtro libre
de cenizas, se filtra y se transfiere al crisol inicial, se carboniza en el mechero y se procede a
incinerar en la mufla a 700 °C, por un lapso de 2 horas.

Se traslada a un desecador hasta alcance la temperatura ambiente y pesar. Repetir el proceso hasta

conseguir peso constante.
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Para obtener el resultado se aplica la presente formula:

M2 - Ma
Ca= M1-M

x 100
Donde:

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M, = masa del crisol con las cenizas totales (g).

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

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

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.
2.5.2.3 Determinacidn de cenizas insolubles en acido

Las cenizas acido insolubles son las que se obtiene posterior a la disolucidn de las cenizas totales
en acido clorhidrico al 10%. Este parametro permite medir la cantidad de silice contenida en la

planta, principalmente tierra silicea y arena.

Procedimiento A las cenizas totales se agrega 2 mL de &cido clorhidrico al 10% se tapa con un
vidrio reloj y se calienta en un bafio de agua por 10 minutos. Luego, se lava el vidrio reloj con
5mL de agua caliente uniendo al contenido del crisol.

Se filtra la solucion; se lava el residuo con agua caliente hasta que la solucion obtenida de la
filtracion afiadiendo dos gotas de AgNOs (nitrato de plata) 0.1 Molar no indique presencia de

cloruros.

Posteriormente, el filtrado se deseca a 100°C y se transfiere al crisol inicial y se incinera en la
mufla durante 2 horas a una temperatura de 700 °C. Finalmente, se ubica en el desecador hasta

gue alcance la temperatura ambiente y se pesa hasta conseguir masa constante.

Se debe aplicar la siguiente formula para obtener el resultado.

M2 -M
B =

= T x 100

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

M = masa del crisol con la porcion de ensayos (g)
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M,= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico.

2.5.2.4 Determinacion del contenido de humedad (Método gravimétrico)

Mediante este analisis podemos controlar la calidad de la droga cruda, evitando el desarrollo de

microorganismos y/o deterioro de los metabolitos presentes en ella.

El método empleado es el gravimétrico debido a su facilidad, pero no es aplicable en drogas que

contengan sustancias volatiles.

Procedimiento Se pesan 2g + 0.5mg de droga en una capsula de porcelana (tarada) y colocar en
la estufa a 105 oC y por tiempo de 3 horas. Posteriormente la capsula se ubica en el desecador
hasta alcanzar temperatura ambiente y pesar. Se coloca reiteradamente en la estufa durante 1 hora,
y repetir el proceso de pesar hasta adquirir una masa constante.

Para obtener el resultado se aplica la ecuacion siguiente:

_ M2-M1

%100

Hg
Donde:
Hg = pérdida en peso por desecacion (%).
M. = masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)
M; = masa de la cpsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M = masa de la capsula vacia.

100 = factor matematico.

2.5.3 Tamizaje fitoquimico

Para realizar el andlisis cualitativo de la droga se sigue el esquema de la figura N° 1-2 para la

obtencion de los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso.

Consecutivamente en cada extracto obtenido se realiza los ensayos segun indica los esquemas de
las (Figuras 2-2, 2-3 y 2-4). A continuacion se indica el proceso a seguir para la ejecucion de los

ensayos:
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30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

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

|
FILTRAR
|

XTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentraciéon

RESIDUO SOLIDO

Secar y pesar

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

FILTRAR
]

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracién|

RESIDUO SOLIDO

Secar y pesar

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

FILTRAR
|

XTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 1-2 Obtencién del extracto etéreo, alcohdlico y acuoso para el Tamizaje fitoquimico
Fuente: (Miranda, 2006, pp. 40)

Extracto Etéreo

v

Dividir en fracciones

v

Tomar 5mL

Y Y

Y

Ensayos de
Ensayo de Sudan AT Ensayo de Baljet Ensayode
Mayer y Wagner fiaBaiiagd
Burchard

Figura 2-2 Esquema de las reacciones a ejecutar en el extracto de etéreo.
Fuente: (Miranda, 2006, pp. 40)

Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018
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2.5.3.1 Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner (alcaloides)

Ensayo de Dragendorff : Si la alicuota esta diluida en solvente organico se evapora en bafio de
agua y se coloca 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en agua, en cambio si es acuoso se agrega 1
gota de &cido clorhidrico concentrado y calentar ligeramente.

A la solucion acuosa acida se afade 3 gotas del reactivo de Dragendorff.

Ensayo de Mayer: con la solucion 4cida obtenida siguiendo el proceso anterior se continta
afiadiendo una pizca de NaCl (cloruro de sodio) en polvo, agitar y filtrar. Colocar 2 ¢ 3 gotas de

la solucién reactiva de Mayer y observar el resultado.

Nota: En el extracto acuoso se puede encontrar alcaloides cuaternarios y/o amino-éxidos libres, y

para un resultado positivo se debe expresar como (++) ¢ (+++) en todos los casos.

2.5.3.2 Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner (alcaloides)

Ensayo de Dragendorff : Si la alicuota esta diluida en solvente organico se evapora en bafio de
agua y se coloca 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en agua, en cambio si es acuoso se agrega 1

gota de &cido clorhidrico concentrado y calentar ligeramente.

A la solucion acuosa 4cida se afiade 3 gotas del reactivo de Dragendorff.

Ensayo de Mayer: con la solucién &cida obtenida siguiendo el proceso anterior se continla
afiadiendo una pizca de NaCl (cloruro de sodio) en polvo, agitar y filtrar. Colocar 2 6 3 gotas de

la solucion reactiva de Mayer y observar el resultado.

Nota: En el extracto acuoso se puede encontrar alcaloides cuaternarios y/o amino-éxidos libres, y

para un resultado positivo se debe expresar como (++) 6 (+++) en todos los casos.

Ensayo de Wagner: se trabaja con la solucién &cida de la misma manera y se procede afiadir 2 6

3 gotas del reactivo.

El resultado en los ensayos de alcaloides se expresa como: opalescencia (+), turbidez definida

(++), precipitado (+++).

27



6mL en 3 porciones Ensayos de | 2mL ~ 2mL
Dragendorff, Mayer y Wagner | Ensayo de Antocianidina ™ Ensayo de CI3Fe
A
2mL = =) 2mlL
Ensayo de Fehling - | Ensayo de Liebermann-Burchard
2mL = = 2mL
Ensayo de Resinas T i Ensayo de Ninhidrina
Extracto alcohdlico
2mL - e 2mL
Ensayo de Baljet Ensayo de Borntrager
Dividir en fracciones
1mL = = 2mL
Ensayo de Catequinas " Ensayo de Shinoda
" L
g Ensayo de Kedde
2l L y
Ensayo de Espuma a
Figura 3-2 Esquema de las reacciones a ejecutar en el extracto alcohélico
Fuente: (Miranda, 2006, pp. 40)
Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018
Extracto acuoso
Dividir en fracciones
!
6mL en 3 porciones Ensayos de mL L mL
Dragendorff, Mayer y Wagner Ensayo de CI3Fe Ensayo de Shinoda Ensayo de Espuma
2L il s
Ensayo de Fehling Ensayo de Mucilagos Ensayo de Pricipios amargos

Figura 4-2 Esquema de las reacciones a efectuar en el extracto acuoso
Fuente: (Miranda, 2006, pp. 40)

Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018_
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2.5.3.1 Ensayo de Baljet (coumarinas y lactonas)

Si el extracto es acuoso se debe evaporar y concentrar en 1 mL de alcohol y se afiade 1mL del

reactivo.

Se considera un resultado positivo a la presencia de coloracion (++) o precipitado rojo (+++).

2.5.3.1 Ensayo de Borntrager (quinonas)

La alicuota de ensayo se de concentrar en 1 mL de cloroformo y se agrega 1 mL de hidréxido de
sodio, potasio 6 amonio al 5 %. Se agita para homogenizar las fases y dejar en reposo hasta obtener

una separacion.

El resultado es positivo si la fase alcalina (superior) se colorea de rosada (++) o roja (+++).
2.5.3.2 Ensayo de Liebermann-Burchard (triterpenos y/o esteroides)

Si la alicuota no se encuentra en cloroformo se debe actuar como en el ensayo anterior y se
continta adicionando 1 mL de anhidrido acético y mezclar bien. Colocar 2-3 gotas de acido

sulfarico concentrado por las paredes, no agitar.

Se considera el ensayo positivo cuando hay un cambio rapido de coloracion:

» Rosado-azul muy rapido.
» Verde intenso-visible, aunque rapido.
» Verde oscuro-negro-final de la reaccion. Presenta cantidades importantes de compuestos.

2.5.3.3 Ensayo de la espuma (saponinas)

Si la alicuota se halla en alcohol, se diluye en agua 1:5 y se agita fuertemente la mezcla por un

lapso de 5-10 minutos.

Se considera positivo si aparece espuma con una altura de mas de 2 mm de altura y es constante

por mas de 2 minutos.
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2.5.3.4 Ensayo de catequinas

A la solucion alcohdlica afiadir con un capilar 1 gota sobre papel de filtro y sobre la mancha

colocar solucion de carbonato de sodio.

Es positivo cuando hay la presencia de una mancha verde carmelita a la luz UV.

2.5.3.5 Ensayo de resinas

A 2 mL de la solucién alcohdlica se adiciona 10 mL de agua destilada. Si aparece un precipitado

el ensayo es positivo.

2.5.3.6 Ensayo de Fehling (azUcares reductores)

Si la alicuota no es acuosa se debe evaporar y redisolverse en 1-2 mL de agua y se continla

afiadiendo 2 mL del reactivo, se calienta en bafio de agua por 5-10 minutos.
El ensayo es positivo si hay aparicion de coloracion o precipitado rojo.
2.5.3.7 Ensayo del cloruro férrico (compuestos fendlicos y/o taninos)
Se adiciona 3 gotas de solucién de tricloruro férrico al 5 % (en solucidn salina fisiol6gica) a una
alicuota del extracto alcohélico, en cambio, si el extracto es acuoso (determinacién de taninos) se
agrega acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas de solucion de tricloruro férrico al 5 %.
A continuacidn, se explica cuando se considera positivo el ensayo:
» Compuestos fenolicos en general: coloracion rojo-vino.
» Taninos del tipo pirocatecolicos: coloracion verde intensa.
» Taninos del tipo pirogaloténicos: coloracion azul.
2.5.3.8 Ensayo de la ninhidrina (amino&cidos)
A una alicuota de extracto en alcoholico (si el extracto no se encuentra en alcohol se mezcla con

alcohol) y se afiade 2 mL de solucion de ninhidrina al 2 % en agua y se calienta durante 5-10

minutos en bafio de agua.
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Se considera positivo este ensayo si se presenta un color azul violaceo.

2.5.3.9 Ensayo de Shinoda (flavonoides)

Si el extracto es alcoholico se debe afiadir 1 mL de acido clorhidrico concentrado y un pedacito
de cinta de magnesio metalico se espera 5 minutos, se continta afiadiendo 1 mL de alcohol

amilico, se homogeniza y dejar reposar hasta que se separen las fases.

Se considera positivo el ensayo, cuando el alcohol amilico se colorea de: amarillo, naranja,

carmelita o rojo; intensos en todos los casos.

2.5.3.10 Ensayo de Kedde (glicésidos cardiotonicos)

A una alicuota del extracto etandlico se afiade 1 mL del reactivo se mezcla y se deja reposar por

5-10 minutos.

Es positivo cuando hay aparicion de coloracion violacea, constante por 1-2 horas.

2.5.3.11 Ensayo de antocianidinas

Se calienta 2 mL de extracto etandlico durante 10 minutos con 1 mL de HCL concentrado. Se
deja enfriar y se coloca 1 mL de agua, 2 mL de alcohol amilico. Se procede agitar dejando que

separe las dos fases.

Se considera positivo cuando hay aparicion de color rojo a marrén en la fase amilica.

2.5.3.12 Ensayo de mucilagos

A una alicuota de extracto acuoso se enfria a 0-5 °C. El ensayo es positivo si la solucion presenta

consistencia gelatinosa.

2.5.3.13 Ensayo de principios amargos y astringentes

Se ejecuta el ensayo saboreando 10 2 gotas del extracto en agua y se reconoce el sabor de cada

uno de estos principios.
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2.5.4 Control de calidad del extracto hidroalcohélico

Preparacion del extracto hidroalcohdlico

Se procede a pesar 100g de droga cruda previamente preparada, se trasvasa a un recipiente y se
afiade etanol al 70 % (en una proporcion 1:10), se macera por un lapso de 72 horas.

Luego se filtra y concentra en el rotavapor. También si es necesario se debe liofilizar.

2.5.4.1 Determinacion de los requisitos organolépticos

» Determinacion de olor: coger una tira de papel secante (1 cm x10 cm) e introduce en la

muestra de ensayo y oler y determinar si el olor es caracteristico del producto.

» Determinacion del color: en un tubo se llena un 75% con muestra y se observa el color,

transparencia, presencia de particulas y la separacién en capas.

2.5.4.2 Determinacion de la densidad relativa

Pesar el picndmetro (vacio y seco) y llenar con la muestra de ensayo, mantener a una temperatura

de 25 + 1 °C durante 15 minutos, si es necesario secar el liquido con una tira de papel.

En el exterior del picndmetro para proceder a pesar; repetir el proceso agua destilada finalmente
con un picnémetro limpio.

El resultado se obtiene aplicando la siguiente férmula:

M1-M

Do =
BT M2-Mm

Donde:
Ms: peso del picnémetro con la muestra (g)

M,: peso del picnémetro con el agua (g)

M: peso el picnébmetro vacio (g).
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2.5.4.3 Determinacidn del indice de refraccion

Se procede a ajustar el equipo seleccionando la zona del espectro visible para ello se utiliza agua
destilada. Seguidamente, se coloca una gota de muestra sobre el prisma de medicion. Se debe
realizar tres lecturas (no deben diferir en mas de 0.002) y se saca la media

Para obtener los resultados se aplica la férmula siguiente:

N¢®®> =Ng' +0.00044 (t-25)
Doénde:

Ng¢?® = indice de refraccion a 25 °C
Nq'= valor leido en la escala del aparato a la temperatura t.
t = valor de la temperatura a que se realiza la medicién (°C)

0.00044 =factor de correccion por grado Celsius.

2.5.4.4 Determinacion del pH

Se debe ajustar el pH del equipo y posteriormente se debe determinar el pH de la muestra. Para

los resultados toman en cuenta todos los decimales.

2.5.45 Determinacion de los sélidos totales

Colocar 5,0 mL de la muestra y evaporar en el bafio de agua hasta que quede seco. Luego se
coloca en la estufa por aproximadamente 3 horas hasta conseguir un peso constante, para pesar

previamente se coloca en el desecador.

El resultado se expresa aplicando la siguiente formula:

S = Pr‘;P x 100

Donde:

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

V= volumen de la porcién de ensayo.

100=factor matematico.
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2.5.4.6 Cuantificacion de flavonoides totales

Se toma 1ml de las soluciones (1000 pg/mL) a analizar y de la solucion estandar (&cido galico) y
afiadir 4 mL de agua destilada junto con 0,3 mL de nitrito de sodio al 5%, se espera 5 minutos y
se agrega 0,3 mL de cloruro de aluminio al 10% se vorteriza por 1 minuto y se deja en completa

oscuridad.

Finalmente, se afiade 2 mL de hidréxido de sodio 1 Molar y se procede a leer en el

espectrofotdmetro a una longitud de onda de 510 nm. Los resultados se expresan en porcentaje.

2.5.4.7 Cuantificacién de fenoles totales

Se toma 1mL de la muestra y la solucion estandar, se agrega 15 mL de agua destilada, 1.25 mL
de reactivo de Folin-Ciocalteu se espera 8 minutos y se agrega 3,5 mL de carbonato de sodio al
7,5% y se afora a 25 mL con agua destilada se vorteriza por 1 minuto y se deja por 2 horas en
completa oscuridad. Las lecturas se ejecutan a una longitud de 765nm.

Se elabora una curva de calibracién usando quercetina de concentraciones entre 20 y 100mg/L
como estandar. Los resultados se expresan como miligramos equivalentes de quercetina por

gramo de muestra seca.

2.5.4.8 Determinacion de actividad antioxidante

Se toma una alicuota de 100uL de la muestra y se afiade 3,9 del reactivo DPPH se homogeniza y
se incuba a 37°C. se coloca en la cubeta de cuarzo y se lee la absorbancia a 520nm. Se emplea

acido galico como control positivo.

El porcentaje de inhibicion de los radicales libres DPPH se calculd mediante la ecuacion siguiente:

Acontrol - Amuestra

%l =

Acontrol

Doénde:

A control: absorbancia de la reaccion control

A muestra: absorbancia de la muestra de ensayo.
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Los resultados se expresan como IC50, es decir la concentracion que se requiere para disminuir
la concentracion de DPPH a la mitad (50%) y se calcula a partir de la interpolacién de una
regresion lineal, valores mas bajos de IC50 indican una mayor actividad antioxidante.

2.5.4.9 Ensayo anti-inflamatorio in vitro

Primeramente, se realiza el conteo de neutréfilos del paciente luego se procede a aislar los
neutréfilos y realizar el ensayo de actividad anti-inflamatoria vitro de las soluciones (12.5, 25, 50,
100y 200 pg/mL).

Aislamiento de neutrofilos

Se debe colocar 1mL de heparina en tubos de tapa roja y extraer 10mL sangre venosa del
voluntario sano y homogenizar para impedir que se coagule, luego se afiade 5 mL de solucién

modificada de Hanks.

En otros 4 tubos se debe colocar 3 mL de Ficoll Paque, 4 mL de la sangre anteriormente preparada
lentamente y centrifugar los tubos por 30 minutos a 1500 rpm; una vez centrifugada se debe

separar la porcion blanca con una jeringuilla de 3mL.

Inmediatamente, se mezcla con solucién modificada de Hanks en proporcién 2:1 y centrifugar
por 30 minutos a 1500 rpm; se desecha el sobrenadante y se afiade 2 mL de solucién modificada

de Hanks y 2 o 3 gotas de cloruro de amonio al 0.9% para huevamente centrifugar

Finalmente, se elimina el sobrenadante y se afiade 1 mL de solucién modificada de Hanks se

vorteriza y se junta en un solo tubo.

Preparacion de Zymozan A opsonizado

Se pesa 5,1mg de Zymozan Ay disolver en 2 mL de suero sanguineo, incubar a 37°C por 20 a 30
minutos agitando cada 5 minutos y se centrifuga por 10minutos a 1500rpm. Se elimina el
sobrenadante y se reconstituye con 2mL de solucién modificada de Hanks.

Ejecucion de la actividad anti-inflamatoria in vitro: para su ejecucion se emplea el siguiente

esquema que se indica en la Tabla N° 4-2
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Tabla 4 -2 Esquema para el ensayo de actividad anti-inflamatorio in vitro

Tratamiento Neutrifilos, Extracto y WST-1, pI.  Zymozan A
nL grupos control, opsonizado,
uL uL
DMSO 3% control 140 100 10 50
positivo
Triton X 0.1%: control 140 100 10 50
negativo
Acido 200 140 100 50 50
acetilsalicilico: | 100 140 100 10 50
control 50 140 100 10 50
comparativo | 25 140 100 10 50
125 140 100 10 50
Soluctones de | 200 140 100 10 50
Baccharis 100 140 100 10 50
genistelloides | 50 140 100 10 50
Lam. Pers. 25 140 100 10 50
125 140 100 10 50

Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018

Se deja incubar por 30minutos a 37°C, seguidamente se afiade 50 L de Zymozan A opsonizado.
Finalmente se incuba a 37°C durante 1 hora y se lee la absorbancia en el espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 450nm.

Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicién inflamatoria y se obtiene aplicando la

ecuacion siguiente:

Absorbancia de la muestra
Absorbancia del DMSO 5%

%Inhibicion = 100 - ( ) *100

2.5.4.10 Ensayo citotoxico in vitro

Para realizar el andlisis citotoxico in vitro de las muestras se debe seguir el mismo proceso de:
» Conteo de neutrdfilos
» Aislamiento de neutrdfilos de la sangre de un paciente sano.
> El esquema que se debe aplicar en el ensayo citotoxico in vitro se detalla en la tabla N°
5-2
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Tabla 5-2 Esquema para el ensayo de citotoxicidad in vitro

Tratamiento Neutrofilos, nI.  Extracto y grupos WST-1, pL.
control, plL
DMSO 5%: control positivo 140 100 10
Trtén 3 01%: control 140 100 10
negativo
Acido 200 140 100 10
acetilsalicilico: | 100 140 100 10
contral 50 140 100 10
comparativo | 25 140 100 10
125 140 100 10
Soluciones de | 200 140 100 10
Baccharis 100 140 100 10
genistelloidas | 50 140 100 10
Lam Pers. |25 140 100 10
12.5 140 100 10

Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018

Luego de poner cada solucion en la placa de micro pocillos se incuba durante 3 horas y se procede
a leer las absorbancias. El resultado se expresa en porcentaje de viabilidad celular mediante la

aplicacion de la siguiente ecuacion:

Absorbancia de la muestra 00

Ovriahili _
Yoviabilidad celular = Absorbancia del DMSO 5%
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CAPITULO Il

3 MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1  Control de calidad de la droga cruda

Los ensayos de control de calidad permiten determinar la calidad e identificacion de una droga.
La tabla 1-3 indica los resultados de contenido de humedad, cenizas totales, cenizas solubles en
agua y cenizas insolubles en &cido clorhidrico de las hojas de Baccharis genistelloides (Lam.)
Pers., todos los valores obtenidos se encuentran dentro de las especificaciones establecidas en la
Farmacopea Espafiola.

Tabla 1-3 Resultados del control de calidad de la droga cruda de hojas de

Baccharis genistelloides (Lam.) Pers.

PARAMETRO RESULTADO REFERENCIA:RFE, 2002
Contenido de humedad 5.49+0.03 <14%
Cenizas totales 3.16+0.03 <5%
Cenizas solubles en agua 1.85+0.04 <2%
Cenizas insolubles en 0.96+0.04 <1%
acido

Elaborado por: Tannia Toapanta, 2018

El porcentaje de humedad mediante obtenido mediante el método gravimétrico fue de 5.49%,
valor inferior a la especificacion 14%, lo que indica que el método de secado y almacenamiento
empleado fue el adecuado, ademas su vida Gtil no se vera afectada por crecimiento de bacterias,

hongos o la hidrolisis de los metabolitos presentes en las hojas.

En la determinacion de cenizas totales se obtuvo un valor de 3.16%; cenizas solubles en agua
1.85% y cenizas insolubles en &cido clorhidrico 0.96%; encontrandose dentro de los parametros
establecidos en la Farmacopea Espafiola (2003), que son 5%, 2% y 1% respectivamente. La
determinacion de cenizas totales permite identificar el contenido de sales minerales responsables
de alguna accion terapéutica y su valor elevado indica que el procedimiento de recoleccion fue el
inadecuado y existe materia extrafia adherida a la superficie de esta. Las cenizas solubles en agua
indican el contenido de sales hidrosolubles en la planta, mientras que las cenizas insolubles en

acido clorhidrico e indican contaminacién con arena o tierra.
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No existen datos de control de calidad de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers. para comparar

sin embargo, cada valor obtenido al realizar los ensayos por triplicado indica que la droga cruda

es Optima para ejecutar posteriores ensayos de la investigacion.

3.2 Tamizaje fitoquimico

Tabla 2-3 Resultados de Tamizaje fitoquimico de droga cruda de Baccharis genistelloides (Lam.)

Pers.
ENSAYADO METABOLITO TIPO DE EXTRACTO
ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
Sudan Aceites y grasas ) (N/A) (N/A)
Drangedorff +) ) )
Alcaloides Mayer (+) ) )
Wagner () () ©)
Baljet Lactonas y cumarinas +) +) (N/A)
Liebermann-Buchard [triterpenos-esteroides (+) (+) (N/A)
Catequinas Catequinas (N/A) +) (N/A)
Resinas Resinas (N/A) +) (N/A)
Fehling Azlcares reductores (N/A) (+) )
Espuma Saponinas (N/A) ) (+)
Cloruro férrico Taninos (N/A) +) (+)
Ninhidrina Aminoécidos (N/A) ) (N/A)
Borntrager Quininas (N/A) ) (N/A)
Shinoda Flavonoides (N/A) +) )
Kedde Cardenolidos (N/A) ) (N/A)
Antocianidina Flavonoides (N/A) +) (N/A)
mucilagos Polisacaridos (N/A) (N/A) )
principios amargos Principios amargos Yy (N/A) (N/A) “)
astringentes

Interpretacion: Presencia (+), Ausencia (-) y No aplica (N/A)

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

Existe un estudio que presenta el analisis fitoquimico de B. genistelloides (Lam.) Pers., indican la
presencia de compuestos como flavonoides, alcaloides, saponinas, compuestos fendlicos y
taninos (Justil, H. & Arroyo, J. 2010, pp. 88-96). Datos que correlacionan con la marcha
fitoquimica realizada en esta investigacion, destacando la presencia principal de compuestos

fendlicos (flavonoides).

La presencia de los compuestos fenolicos, quercetina como indica bibliografia serian los
responsables de la actividad antioxidante mediante mecanismo de reduccién y anticancerigeno

que presenta Baccharis genistelloides.
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Los compuestos fendlicos (flavonoides) y terpenoides presentan actividad terapéutica ante
procesos inflamatorios. Los terpenoides al relacionarse con las hormonas actlan interfiriendo en

la via de sefializacién inflamatoria de las PG (Chatwal, 2009, pp.225-230).

3.3 Control de calidad del extracto hidroalcohdlico de hojas de B. genistelloides

Tabla 3-3 Resultados del control de calidad del extracto hidroalcohélico de

hojas de Baccharis genistelloides Lam. Pers.

PARAMETRO RESULTADOS
Olor Caracteristico aromatico
Color Café oscuro

Requisitos organolépticos | Sabor Amargo, ligeramente astringente
Aspecto  Transparente

indice de refraccion 1.368
pH 5.85
Sélidos totales 2.87%
Densidad relativa 0.89 £0.11

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

La tabla 3-3 indican los resultados de las caracteristicas organolépticas y fisicas del extracto
hidroalcohdlico de hojas de B. genistelloides. Las caracteristicas organolépticas demuestran que
el extracto presenta un aspecto transparente, color café oscuro, olor caracteristico (aromatico) y

sabor amargo, ligeramente astringente.

El indice de refraccion es de 1.368, superior al indice de refraccion del agua (1), esto se debe a la

presencia de metabolitos secundarios presentes en el extracto.

El pH es de 5.8 ligeramente acido debido a la presencia de flavonoides, taninos, saponinas, etc.
El valor de la densidad es de 0.89 +£0.11; superior a etanol (densidad=0.68), esto se debe a la
presencia de los metabolitos secundarios.

Finalmente, el valor de solidos totales es de 2.87% e indica la cantidad de compuestos extraidos.

3.4  Cuantificacion de flavonoides por método colorimétrico

En la cuantificacién de flavonoides totales se empled la quercetina como estandar, dando una
ecuacion y= 0.001x+0.0014 con un coeficiente de correlacion de 0.999. Los resultados se

expresan en mgQE/g de extracto liofilizado.
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Al realizar la interpolacion de la absorbancia en la curva de calibracion se encontr6 la
concentracion de flavonoides totales es de 504.82+3.91 mgQE/g de extracto liofilizado de B.
genistelloides (Tabla 4-3).

No existen investigaciones sobre cuantificacién de flavonoides de esta planta para corroborar
estos resultados, pero se puede relacionar directamente el valor obtenido con la actividad

antioxidante y la identificacion cualitativa previamente realizada.

Los flavonoides presentan utilidad terapéutica en la inflamacion al inhibir a la enzima

ciclooxigenasa impidiendo la sintesis de prostaglandinas (Meijide, G.; et al. 2000, 33-55)

Tabla 4-3 Resultados de cuantificacion de flavonoides totales, obtenidos
por espectrofotometria.
EXTRACTO CONCENTRACION DE
LIOFILIZADO DE B. | FLAVONOIDES TOTALES (mgQE/g

genistelloides (ug/mL) | de extracto liofilizado)

1000 504.82+3.91

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

3.5 Cuantificacion de fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales se realiz6 mediante espectrofotometria (método de Folin—
Ciocalteu), para la curva de calibracion se empleo el acido galico como estandar, obteniendo la
siguiente ecuacién y=0.0024 x - 0.054, con un coeficiente de correlacion de 0,8617. El resultado
se expresa en mgGA/g de extracto liofilizado.

La concentracion de fenoles totales fue 372.04+1.15mg GA/g de extracto liofilizado B.
genistelloides (tabla 5-3), la presencia de fenoles totales son los responsables de la actividad

antioxidante de la planta.

No existen estudios que comprueben los resultados obtenidos, sin embargo, se encontro estudios
de Baccharis latifolia (Asteracea) que muestra un contenido de 283.4+22.4 mg GA/g extracto
liofilizado (Prada 2015. p 95). Por lo tanto, se puede decir que el contenido de compuestos fendlicos

podria ser similar en el género Baccharis de la familia Asteraceae.
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Tabla 5-3 Resultados de cuantificacion de fenoles totales, obtenidos por

espectrofotometria.

EXTRACTO CONCENTRACION DE FENOLES
LIOFILIZADO DE B. TOTALES (mgGA/g de extracto
genistelloides, (ug/mL) liofilizado)

1000 225.76x0.48

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

3.6  Actividad antioxidante
La actividad antioxidante fue determinada por el método DPPH. Para encontrar 1Csose midid el

porcentaje de captacion de radicales libres (Gréafico 1-3).

Actividad antioxidante de extracto hidroalcohodlico de B.
genistelloides
@ 92.54327563

y = 17.309In(x) - 48.915
80 Rz =(0.8158

% Captacion de Radicales libres

60
@ 54.06125166
40 82956059
@
20

@ 17.310253
7.190412783 | 12.64980027

0 3.9946737%

0 400 600 800 1000 1200

-20
Concentracion. (ug/mL)
Gréfico 1-3 Porcentaje de actividad antioxidante del extracto de hojas de hidroalcohélico de B.

genistelloides

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

Se obtuvo un valor de 92.54% de Captacion de radicales libres de DPPH a concentracién de 1000
pg/mL (Tabla 6-3). Segun Bianchina, G.; et al (2018), indica un valor de 97.37% de Captacion
de radicales libres de DPPH, hay una variacién debido a las diferentes condiciones de ejecucion,

material vegetal entre otros.
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Al reemplazar la ecuacion logaritmica (Grafico 1-3) se obtiene 1Cs 303.28ug/ mL (Tabla 3-7),
indicando la concentracion del antioxidante que se requiere para inhibir el 50% de los radiales
libres, un mayor valor de 1Cso presenta menor actividad antioxidante, es decir son inversamente
proporcional.

El efecto antioxidante se debe a los flavonoides y taninos que actdan inhibiendo la sintesis de

radicales libes mediante una reduccion de DPPH a DPPH-H.

Tabla 6-3 Resultados de porcentaje de captacion de radicales libres de B.

genistelloides.

CONCENTRACION DEL % CAPTACION DE RADICAL
EXTRACTO LIOFILIZADO LIBRE DPPH
DE B. genistelloides, (ug/mL)

10 3.99

20 7.19

50 12.65

100 17.31

200 27.83

500 54.06

1000 92.54

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

Tabla 7-3 Resultado de IC50 (ug/ml) de la actividad antioxidante
de mediante el método DPPH.

EXTRACTO LIOFILIZADO DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
B. genistelloides, pg/mL 1Cso (Mg/mL)

1000 303.28

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

3.7 Actividad anti-inflamatoria in vitro

El ensayo anti-inflamatorio in vitro se ejecuté con una sal de tetrazolio (WST-1), mediante
espectrofotometria sobre neutréfilos aislados. Los resultados se presentaron en porcentaje (%) de
inhibicion inflamatoria (Tabla 8-3).
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Los datos se analizaron mediante ANOVA con el programa estadistico SPSS 23, para determinar
si existen diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion inflamatoria en los diferentes

tratamientos aplicados.

Al ejecutar el andlisis factorial (Anexo 1H), se encontr6 que si existen diferencias significativas
en el porcentaje de inhibicion inflamatoria entre el extracto hidroalcohdlico de B. genistelloides,
el estandar (&cido acetilsalicilico) y las distintas concentraciones, siendo p<0.05, por lo tanto se
rechaza la hipotesis nula que dice que no hay diferencias significativas y se acepta la Ha,
confirmando que existen diferencias significativas entre los grupos de estudio, por lo tanto se

aplico el Test de Tukey (Anexo 2H) comprobando asi que los tratamientos difieren entre si.

Tabla 8-3 Resultados de actividad anti-inflamatoria in vitro del extracto

hidroalcohélico B. genistelloides

CONCENTRACION, %INHIBICION INFLAMATORIA
ng/mL E.H DE E. genistelloides Acido acetilsalicilico

200 69.18+2.99 54.59+1.67

100 5378634 3085213

50 3642613 11.12+£3.93

25 26.73x2 .26 7.94£0.54

12.5 13.14+2 .36 4.39+£3.12

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

Finalmente, se comprueba que B. genistelloides presenta 69.18+2.99% de inhibicion inflamatoria
a una concentracion de 200 pg/mL siendo superior al estandar (&cido acetilsalicilico) que presenta
un valor 54.59+ 1.67 % de inhibicion inflamatoria (Gréafico 2-3).

Aunque no existen investigaciones que demuestren la actividad anti-inflamatoria de Baccharis
genistelloides, se encontrd una investigacion que evalto la actividad anti-inflamatoria in vivo de
otras especies del género Baccharis empleando una dosis de 3g/kg de planta (3000 pg/mL)
encontrando valores en B. subalata 58.1%, B. obtusifolia 57.1%, B. salicifolia 50%, chilca (B.
latifolia) 42.8%, B. dracunculifolia 36.4%, y B. pentlandii 33.3% de inhibicion inflamatoria
datos inferiores al valor obtenido en la investigacion que dio 69.18+2.99% de inhibicion

inflamatoria a concentracion de 200 pg/mL (Davalos,E et al. 2007 pp 41-44).
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Grafico 2-3 Actividad anti-inflamatoria in vitro de B. genistelloides y Acido
acetilsalicilico

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

3.8 Actividad citotéxica in vitro

En los resultados obtenidos de la actividad citotoxica va expresado como porcentaje de viabilidad

celular, como se puede observar en la tabla 9-3.

Tabla 9-3 Resultados de viabilidad celular in vitro del extracto

hidroalcohélico B. genistelloides

CONCENTRACION, % VIABILIDAD CELULAR
(ug/mL) E.H DE B. genistelloides  Acido acetilsalicilico
200 70.52+4.86 56.83£3.05
100 75.27+1.34 71.85+1.88
50 77.34+£3.33 74.4243.03
25 82.38+2.81 81.92+3.08
12.5 89.95+5.52 88.82+4.02

Los valores son medias + SD, n = 3.

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018
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Porcentaje de Viabilidad celular
100 -

90 - 82.38
80 - 75.27 77.34

70 -
60 -
50 +
40 -
30 -
20 -
10 -

89.95
8.82

% Viabilidad celular

200,00 100,00 50,00 25,00 12,50

Concentracion, (ug/mL) m B. genistelloides

m Acido acetilsalicilico

Gréfico 3-3 Actividad citotdxica in vitro de B. genistelloides y Acido acetilsalicilico

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

Los datos obtenidos demuestran que la viabilidad celular es inversamente proporcional a la
concentracién es decir, que a menor concentracién del extracto de B, genistelloides y acido
acetilsalicilico presenta mayor porcentaje de viabilidad celular (Gréfico 3-3). A concentracion de
12.5 pg/mL el extracto de Baccharis genistelloides presenta menor citotoxicidad que el estandar

(&cido acetilsalicilico)

Segun Justil, H. & Arroyo, J. en el 2010 comprobaron que el extracto etandlico de hojas de
Baccharis genistelloides presenta actividad quimioprotectora sobre cancer inducido por 1.2 —
dimetilhidracina en ratas machos, asi mismo, existen estudios in vitro de otras especies de
Baccharis que sefiala una inhibicién de lipoperoxidacion produciendo una disminucion del estrés
oxidativo. Esto puede deberse a los compuestos flavonoides que presenta Baccharis genistelloides

y sus propiedades antitumoral, antiviral, y antioxidante segun reportan varios estudios (Abad et al.
1999, pp. 499-503) (Justi, H. & Arroyo, J.2010, pp 88-96).

Ademas, en el analisis cualitativo se encontraron alcaloides, que podrian ser del tipo

pirrolizidinicos (comun en la Familia Asteraceae) que son capaces de producir hepatoxicidad.
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CONCLUSIONES

Mediante tamizaje fitoquimico se identifico la presencia de metabolitos secundarios en las hojas
de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers. flavonoides, alcaloides, triterpeno, saponinas y taninos
entre los méas representativos, los cuales serian los responsables de la actividad anti-inflamatoria

y antioxidante in vitro.

Se realizd la cuantificacion de flavonoides y fenoles totales presente en las hojas de B.
genistelloides, encontrandose un valor de 504.82 mgQE/g de extracto liofilizado de flavonoides;

mientras que la cantidad de fenoles fue de 225.76 mgGA/g de extracto liofilizado.

Se evalu6 la capacidad antioxidante de las hojas Baccharis genistelloides (Lam.) Pers mediante
el método DPPH, obteniendo un valor 1Cs de 303.28 pg/mL

Se determind la actividad anti-inflamatoria in vitro del extracto hidroalcohdlico de hojas de B.
genistelloides (Lam.) Pers. sobre neutréfilos aislados, expresados como porcentaje de inhibicion
inflamatoria obteniendo valores que varian desde 70-13% de inhibicion inflamatoria dosis
dependiente.

Se determind la actividad citotdxica del extracto hidroalcohélico de hojas de B. genistelloides

(Lam.) Pers. exprdesados en porcentaje de viabilidad celular, obteniendo un valor que oscila entre

70-90% dependiendo de la concentracion.
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RECOMENDACIONES

Debido a la capacidad anti-inflamatorio y antioxidante que presenta se recomienda realizar

estudios que determinen el grado de citotoxicidad y eficacia de Baccharis genistelloides.

Se recomienda ejecutar investigaciones que demuestren la potencialidad citotdxica del extracto
de B. genistelloides frente a células tumorales y comprobar la informacién que se ha encontrado
en bibliografia.

Se recomienda ejecutar estudios in vivo y verificar si el porcentaje de inhibicién inflamatoria

sigue siendo superior al de otras especies.
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ANEXOS

Anexo A: Recoleccion y preparacion del material vegetal

Recoleccion de las hojas de Baccharis
genistelloides

~

Tamizado de la droga molida Droga cruda seca y molida
Realizado por: Tannia Toapanta, 2018




Anexo B: Control de calidad de las hojas de Baccharis genistelloides

=

Determinacion del contenido de humedad Determinacién de cenizas
Totales

Determinacion de cenizas solubles en agua e insolubles en &cido clorhidrico
Realizado por: Tannia Toapanta, 2018




Anexo C: Tamizaje fitogquimico

ENSAYO

TIPO DE EXTRACTO

ETEREO

Sudan

ALCOHOLICO

ACUOSO

Drangedorff

Mayer

Wagner

i B

Baljet

Liebermann-buchard

.
b

o
gl , ‘
N I

Catequinas




Fehling

Espuma

Cloruro férrico

Ninhidrina

Borntrager

Shinoda

Antocianidina

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018



Anexo D: Control de calidad del extracto hidroalcoh6lico Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

Determinacién de color

Determinacion de olor

Determinacién de indice de refraccion

Determinacion de densidad

Determinacion de pH

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018




Anexo E: Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales

T 7Y
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Anexo 1E:Cuantificacion de fenoles totales Anexo 2E:Cuantificacion de flavonoides totales

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

Anexo 3E: Curva de calibracién del estandar, Quercetina para cuantificacion

de flavonoides

CONCENTRACION,ug/mL | ABSORBANCIA DE QUERCETINA
20 0.044
40 0.07
60 0.098
80 0.126
100 0.157
Realizado por: Tannia Toapanta, 2018
Curva de calibracién de la Quercetina
0,18
016 f————y=0:0014x+ 00144 a
0,14 R2=10.999
5 0,12 o~
g o1 / Quercet
S 0,08 —e=Quercetina
é 0,06 // ——L.ineal (Quercetina)
0,04
0,02
0 . . . . .
0 20 40 60 80 100
Concentracion de quercetina, pg/mL

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018




Anexo 4E: Curva de calibracion del estandar, Acido Galico, para cuantificacion

de fenoles
CONCENTRACION, ABSORBANCIA DE ACIDO GALICO
pg/mL
20 0.023
40 0.041
60 0.061
80 0.082
100 0.242

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018
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Realizado por: Tannia Toapanta, 2018

Anexo F: Determinacion de actividad antioxidante

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018




Anexo G: Determinacion de la actividad anti-inflamatoria y citotéxica in vitro

Anexo 1G: Procedimiento de aislamiento de neutréfilos

in vitro

oxico

z

posterior a la incubacion

inflamatorio in vitro | Anexo 3G: Ensayo citot

Anexo 2G: Ensayo anti

posterior a la incubacion

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018



Anexo H: Anélisis estadistico de la actividad anti-inflamatoria in vitro

Wariable dependiente:

Pruebas de efectos inter-sujetos

FORCENTAJE.INHIBICION.INFLAMATORIA

Tipo lll de
suma de Media
Qrigen cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 13571,7949° ] 1607 4978 115711 000
Interseccidn 28525109 1 28525109 | 2188,809 000
concentracidon.ppm 10864 366 4 2716,081 208,413 ,0oo0
FACTOR 2438840 1 2438 840 187,139 000
concertacionpem 268,503 4 67148 5152 005
Error 260,645 20
Total 42357 553 30
Total corregido 13832 444 29
a. R al cuadrado = 581 (R al cuadrado ajustada= 873)
Anexo 1H: Test de ANOVA
Realizado por: Tannia Toapanta, 2018
Comparaciones miiltiples
Variable dependiente: PORCEMTAJE.INHIBICIOM.INFLAMATORIA
HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Errar ) Limite
() concentracién.ppm  (J) concentracién.ppm medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
12,8 25 -B,4763 208425 005 ~14713 -2,2395
50 14,9112 208425 ooo -21,1480 -B,6743
100 -33,4545 208425 ;aoa -39.6913 S2T 2176
200 -53,0223" 208425 ooo -582582 -46,7855
25 12,5 84763 208425 005 2,2385 14,7131
50 -6,4349" 208425 041 126717 -, 1980
100 -24,9782 208425 ;aoa -31,2150 -18,7413
200 -44,5460° 208425 ooo -60,7829 -38,3092
JIIE 12,5 14,9112 208425 ;oo 86743 21,1480
2 £,4349" 208425 041 1980 12,6717
100 -18,5433 208425 ;oo -24.7802 -12,3065
200 38,1117 208425 ooo -44,3480 -31,8743
100 12,5 33,4545 208425 ;oo 27,2176 39,6913
2 24,9782 208425 ooo 18,7413 31,2150
a0 18,5433 208425 ;oo 12,3065 24,7802
200 19,5678 208425 ooo -25.8047 -13,3310
200 12,5 53,0223 208425 ;oo 46,7855 59,2592
25 44,5460 208425 ooo 38,3092 50,7829
a0 38,1111 208425 ;oo 31,8743 44,3480
100 19,5678 208425 ooo 13,3310 25,8047
Se hasaen las medias ohservadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 13,032,
* La diferencia de medias es significativa en el nivel 05,

Anexo 2H: Test de Tukey: Prueba Post Hoc

Realizado por: Tannia Toapanta, 2018




Anexo |: Certificado de identificacion botanica de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA |
JARDIN BOTANICO Y HERBARIO “REINALDO |
ESPINOSA” i

Certifico que en el herbario “Reinaldo Espinosa” —LOJA- de la Universidad Nacional de Loja, se
ha realizado la identificacién taxonémica de la planta denominada chilca de cerro, mano de
dios, que corresponde 2 la especie Baccharis genistelloides (Lam.) Pers. de la familia
Asteraceae, que consta en el catalogo de plantas vasculares del Ecuador y en las bases Tropicos
Lo
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Lo certifico para los fines pertinentes.

Loja, 16 de marzo del 2018

Ing. Zhofre Aguirre Mendoza Ph.D.
DIRECTOR DEL HERBARIO LOJA




Anexo J: Patente no comercial de flora silvestre

MINESTERID 020 AMBIENTE

PATENTE NO COMERCIAL D MANEJO DE FLORA SIVESTRE

HERBARIO: 005-2018-V5.-DPL MAE
Lo, 12 de julie de 2018
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Anexo K: Guia de movilizacion interna de especimenes de flora silvestre

GUIA DE MOVILIZACION INTERNA DE ESPECIMENES DE FLORA SILVESTRE
Nroc 024-2018-UPN-VS-DPAL-MAE

Fecha de emision: 05 da octubre de 2018
Fecha de movillzacién: 09 de octubre ce 2018 Valido hasta: 10 de ociubre de 2018

La Direccidn Provincial del Armbiente de Loja. sutonza a0 Jenmy Susana Lazo con L MNro
1723231284, Tannia Bersabe Toapanta ccn Gl Mro. 1B05355065; v a Mar a José Rivera con
Cl, Mro, BEO4DSTIFER, para que mavilice dasde el sitio La Argela | parroguia Punzara, canton y
provincia de Loja, maestras de flora silvestra, hasta el Herbario de la ESPOCH ubicado en la
avenida 71 de noviembre v Candnigo Ramos pertensciente a la parmoguia Lizarzaburo canion
Riobamba provincia de Chimboazo. Basaco en el contrato Marco MAE-DNB-CM-2018-0065.

La movilizacian se realizard en ¥ansporte terrestre: Plblico: conw equipaje
El dia 8 de octubre de 2018
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Observaciones:

Las muesiras parmaneceran bajo la respansabilidad del BOF. Diege Vinueza Tapia Docente
Investigador de la Escuela Politdenica de Chimborazo, guien cansta coma responsable del
Proyecto en el Contrato Marco, hasta gue la Autoridad Ambiental disponga o pertinende.
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Anexo L: Contrato Marco de Acceso a Recursos Genéticos firmado entre el MAE y la ESPOCH
asignado con el numero MAE-DNB-CM-2018-0086 y con nimero de orden de movilizacion 024-
2018-UPN-VS-DPAL-MAE.
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CONTRATO MARCO DE ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS DEL
PROGRAMA DE INVESTIGACION CIENTIFICA DENOMINADO: “ESTUDIO DE
LA BIODIVERSIDAD EN EL ECUADOR, ECOLOGIA, CONSERVACION Y SU
POTENCIAL USO SOSTENIBLE™ CELEBRADO ENTRE EL MINISTERIO DEL ¢
AMBIENTE, A TRAVES DE LA SUBSECRETARIA DE PATRIMONIO NATURAL ¥
LA ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO.

MAE-DNB-CM-2018-0086

COMPARECIENTES:

A la suscrpcién del presente Comtrato Marco de Acceso a los Recurses Genéticos del
Programa de Investigacion Cientifica Denominado: “ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD
EN EL ECUADOR, ECOLOGIA, CONSERVACION ¥ SU POTENCIAL USO
SOSTENIBLE® comparecen, por uns pans ¢} MINISTERIO DEL AMBIENTE, » tuvés de Ia
Subsecretaria de Patritsosio Natuzal, legalments representado por el LCDO. LOFEZ MORA
ALFREDO DANILO, &5 su calidad de Subsecretasio de Patrimonio Natural, coaforme se desprends
de la Accién de Personal Nro, 0945 de 02 de mayo & 2018, delegado e In mixima autcridad
mediante Acucrdo Minisierial Nro. 024 de 09 de marzo de 2016, publicado en ¢l Registro Qficlal
Neo, 725 de 04 de abril do 2016, 3 quien en adelmte se lo denominard “MAE"; y, por otra parte,
|s ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO, debidaments representada
por el Ing. BYRON ERNESTO VACA BARAHONA PhD,, en su calidad de Rector, conforme
consts del certificado emitida por ¢} Ab, Carles de ja Cadena, Secretario Gemeral, documendto
que s= agrega como habilitants y a quien e adelante s¢ denomina “ESPOCH",

L& pawtes convienes ¢n celtbear, ¢l presente Contrato Mareo de Acceso a ks Recurses

Genéticos respecso de la solicitud de) programa de investigecitn clentifics denominado
“ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD EN EL ECUADOR, ECOLOGIA, CONSERVACION

¥ SU POTENCIAL USO SOSTENIBLE™ coatenido y estipulado e las siguienies cliusulas:

PRIMERA. ANTECEDENTES.-

1. La Constitucidn de ls Repiblica del Ecuador, e los asticulos 3 pumeral 7 establecs que son
deberes primordiales de] Estado *(...)7. Profeger el patrimonio natwral y cvitural del paie
(..)* v &3 numerales § ¥ 13 establece como deberes y responssdilidades de las ecostorianss
y Jos ecuatorianos “f...) 6. Respetar lox derechos de la natsroleza, preservar un amblerste
sano y utilizer Joz recursos maturales de modo recional, swntentabdie y sostenible (..) 173.
Coneervar ¢l parrimorio cultural y nanwal del pais, y cuider y wmantener los Sienes
piblicos €.)7, ;

2. El anticulo 14 de la Nomma Suprema determina quer "..5¢ resomove ddenchodctq;.

Cade Madric 1155y Asdidscia Cééige Poarat 1724177 Quitn - Esusder Telifons: 153-2 398-760)




