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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antiinflamatoria y citotoxica in vitro
del extracto hidroalcoholico obtenido de la porcion aérea de Ageratum conyzoides L. para lo
cual se determiné pardmetros de calidad tanto de la droga cruda como del extracto
hidroalcohodlico. Posteriormente se realizd el tamizaje fitoquimico, con la finalidad de
identificar los metabolitos secundarios mas representativos de esta especie vegetal. Mediante
espectrofotometria UV-Vis se analizaron cuantitativamente los compuestos flavonicos y
fenolicos presentes en el extracto hidroalcohdlico liofilizado. Ademas, se evalud la actividad
antioxidante mediante el método colorimétrico basado en la captacion de radicales libres
(DPPH). Finalmente, para la evaluacién de la actividad antiinflamatoria y citotdxica se utilizé
una reaccién colorimétrica provocada por una sal de tetrazolio (WST-1) que se reduce a
formazan en presencia de neutrofilos aislados, los resultados se expresan como porcentaje de
inhibicién inflamatoria y viabilidad celular respectivamente. Los resultados obtenidos en el
screening fitoquimico de la parte aérea de Ageratum conyzoides se identificd la presencia de
alcaloides, fenoles, flavonoides, taninos, cumarinas, catequinas, aminoacidos, triterpenos y
compuestos grasos. La cantidad de fenoles totales del extracto hidroalcohdlico liofilizado fue de
24.13 = 0.76%, mientras que para flavonoides totales fue 6.14 + 0.08%. La capacidad para
eliminar radicales libres de DPPH fue de 21.09% a la mé&xima concentracion de 1000 pg/mL. A
la concentracion de 2000 pg/mL del extracto hidroalcoholico liofilizado se presenta un elevado
porcentaje de inhibicion inflamatoria, que fue de 88.03 + 0.11% y una viabilidad celular de
51.89 +£1.56 % respecto al acido acetilsalicilico que presenta valores de 72.89 + 2.77 para la
inhibicion inflamatoria y 40.93 + 2.01 % de viabilidad celular a una concentracion de 200

pg/mL.

Palabras Claves: <BIOQUIMICA>, ~<FARMACIA>, <ANTI-INFLAMATORIO>,
<CITOTOXICA>, <NEUTROFILOS>, <SAL DE TETRAZOLIO> < CELESTINA (Ageratum
conyzoides L.)>, < FLAVONOIDES>.
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SUMMARY

This research aims to evaluate the in vitro anti-inflammatory and cytotoxic activity of
the hydro alcoholic extract obtained from the aerial portion of Ageratum conyzoides L.
For which quality parameters were determined, not only the crude drug but also the
hydro alcoholic extract. Subsequently, a phytochemical analysis was performed to
identify the most representative secondary metabolites of this plant species. Using UV-
Vis spectrophotometry, phenolic and flavonoid compounds were analyzed
quantitatively in the lyophilized hydro-alcoholic extract. In addition, the antioxidant
activity is evaluated by the colorimetric method based on free radical uptake (DPPH).
Finally, for the evaluation of the anti-inflammatory and cytotoxic activity it is a
colorimetric reaction caused by a tetrazolium salt (WST-1) that is reduced to a form in
the presence of neutrals, the results obtained in the phytochemical screening of the
aerial part of Ageratum conyzoides identified the presence of alkaloids, phenols,
flavonoids, tannins, coumarins, catechins, amino acids, triterpenes and fatty compounds.
The amount of total phenols of the lyophilized hydro-alcoholic extract was
24.13+0.76% while for total flavonoids it was 6.14+0.08%. The capacity to eliminate
DPPH free radicals was 21.09% at the maximum concentration of 1000 pg/mL. At the
concentration of 2000 pg/mL of the lyophilized hydro-alcoholic extract, there is a high
percentage of inflammatory inhibition, which was 88.03+0.11% and a cell viability of
51,89+1.56% with respect to acetylsalicylic acid which has values of 72.89+2.77% for
inflammatory inhibition and 40.93+£2.01% cell viability at a concentration of 200

pg/mL.

Key words: <BIOCHEMISTRY>, <PHARMACY>, <ANTI-INFLAMMATORY>,
<CYTOTOXIC> <NEUTROPHILS>, <TETRAZOLIAN SALT>, <CELESTINE
(Ageratum conyzoides L.)>, <FLAVONOIDS>.
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INTRODUCCION

La inflamacion es un mecanismo de defensa del cuerpo ante diversos estimulos o agresiones del
medio externo causado por agentes fisicos, quimicos y bioldgicos. Aunque también existen
procesos inflamatorios que derivan de patologias pre-existentes. Por lo general, la inflamacion
se produce por la liberacion de mediadores quimicos contenidos en granulos dentro de células
como son los mastocitos, macrdfagos, linfocitos, eosinéfilos y neutréfilos. Los procesos
inflamatorios vienen acomparfiados de dolor muscular y otros sintomas inespecificos (Chen et al.,

2018, p. 4).

Los farmacos de primera eleccion a nivel mundial para el tratamiento del dolor y la inflamacion
debido a su eficacia, son los antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) (Lanas, 2006, pp. 16-
17). Sin embargo, la aparicion de efectos adversos, el uso indiscriminado y tratamientos por
largos periodos de tiempo han provocado la aparicion de enfermedades gastrointestinales
(Ulcera péptica, hemorragia, lesion de la pared abdominal, etc.) e incluso dafios irreversibles a

ciertos érganos cuando no es controlado a tiempo (Gil-aldea and Azanza, 2016, p. 138).

En la actualidad, se cuenta con una diversidad de medicamentos especificos para el tratamiento
de la inflamacion. Sin embargo, existe un grave problema de lesiones a la mucosa gastrica. Por
lo cual, ha surgido la necesidad de buscar nuevas moléculas y la naturaleza ofrece una fuente
infinita de recursos, entre ellas, moléculas con la misma actividad terapéutica pero de elevada

eficacia y con menores efectos adversos en tratamientos prolongados (Tene et al., 2007, p. 63).

Debido a la dificultad para acceder a los distintos servicios de salud en ciertas areas, la
poblacion ecuatoriana ha hecho uso de los conocimientos ancestrales empleando plantas
medicinales como tratamiento paliativo a distintas enfermedades y asi poder mantener un buen
estado de salud (Tene et al., 2007, pp. 64-65). El propdsito de este trabajo es fomentar la investigacion
sobre productos naturales (plantas) de gran interés farmacoldgico ya sean por métodos in vitro o
in vivo, en este caso se evalud la actividad antiinflamatoria y citotoxica del extracto

hidroalcoholico de Ageratum conyzoides (Virginia et al., 2016, pp. 15-16).

La especie vegetal Ageratum conyzoides en el Ecuador, es una planta con usos farmacoldgicos
desconocidos ya que es considerada una maleza para diferentes cultivos y se localiza en la
region tropical y subtropical del pais (Okunade, 2010, pp. 1-2; Water et al., 2018, p. 22). Actualmente, varias
especies de la familia Asteraceae presentan una actividad antiinflamatoria comparable al acido
acetil salicilico, por su capacidad para inhibir la formacidon de moléculas de sefializacion pro-

inflamatorias tales como prostaglandinas y leucotrienos. También se observa menos efectos



adversos debido a la distinta composicion cualitativa o cuantitativa de metabolitos secundarios

entre las diferentes especies de esta familia (Heras et al., 1998, pp. 161-162; Shen et al., 2018, pp. 3-5).

En estudios recientes de esta especie se verifico su capacidad como insecticida en los cultivos,
antiinflamatorio (en forma de emplasto), antimicrobiano, antioxidante y antipirético (Rioba and
Stevenson, 2017, pp. 3-4). Otro estudio demostré la actividad anticonceptiva in vivo del extracto de
polymetoxiflavonas de esta planta, siendo una investigacién de gran importancia médica para

prevenir embarazos no deseados y por ende los abortos provocados (Faqueti et al., 2016, pp. 17-18).

El presente trabajo de investigacion se divide en cuatro capitulos que trata de explicar la linea

de investigacién utilizada.

Capitulo I, representado por el marco tedrico que responde a las preguntas epistemoldgicas en
cuanto al tema de interés, especificamente sobre la actividad antiinflamatoria y citotoxica que
puede presentar Ageratum conyzoides. Por lo cual, se realizé una investigacion bibliografica

exhaustiva de articulos cientificos que promovio la realizacion de esta investigacion.

Capitulo I, indica la metodologia a seguir para realizar adecuadamente las diferentes pruebas y

ensayos Y asi alcanzar los objetivos propuestos para esta investigacion.

Capitulo 111, se reporté los resultados obtenidos del trabajo experimental, al igual que el analisis
correspondiente a cada uno de ellos y una relativa comparacion con los datos obtenidos en

bibliografia, resolviendo los paradigmas académicos relacionados al tema.

Finalmente se plantea las conclusiones y recomendaciones respectivas en concordancia con los
objetivos propuestos. También se muestran los anexos, resultados e hip6tesis analizados.
Ademas, se adjunta la bibliografia de los libros, revistas y articulos cientificos referenciados en

el marco tedrico sobre las variables de la investigacion.



ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

La ciencia en la busqueda de alternativas para identificar nuevas moléculas con alto potencial
antiinflamatorio, ha originado la ejecucion de numerosas investigaciones de diferentes especies
vegetales con el fin de encontrar sustancias 0 componentes que presenten una elevada eficacia y
sobretodo mayor seguridad en el tratamiento farmacoldgico. Las plantas medicinales son una de
las formas més antiguas de medicamento y constituyen una eleccién importante a considerar

(Water et al., 2018, pp. 3-5).

Existen varios estudios que han demostrado con evidencia experimental el papel de metabolitos
aislados de plantas sobre el efecto antiinflamatorio comprobado para varias especies vegetales
(plantas medicinales). Una de ellas es Arnica montana (Asteraceae) que contiene guercetina-3-
O-glucdsido, luteolina-7-O-glucdésido y kaemferol-3-O-glucdsido entre otros flavonoides, lo que
justifica el uso de esta droga como un antiinflamatorio de uso externo. También, Calendula
officinalis (Asteraceae) es una planta medicinal muy utilizada en la actualidad como
antiinflamatoria debido a que contiene flavonoides tales como glicésidos de iso-ramnetina y

guercetina que proveen su accion farmacoldgica (Adaet al., 2015, pp. 5-12).

En la familia de las Asteraceae se ha realizado el estudio del efecto antiinflamatorio del
flavonoide quercetina y sus derivados; aislados a partir de diversos géneros y especies vegetales
de esta familia, mediante un ensayo de inflamacion crénica en animales de experimentacion
(ratas) y en modelos in vitro, mostrando una actividad antiinflamatoria elevada y sin diferencias

significativas con el control utilizado (Heras et al., 1998, pp. 162-163).



JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Ecuador es un pais mega diverso si hablamos de fauna y flora, se encuentran especies tanto
nativas como introducidas, algunas de estas son utilizadas ancestralmente como remedios
caseros de culturas extendidas a lo largo y ancho del Ecuador, de alli la importancia de fomentar
su investigacion, a fin de generar nueva informacion Util para la sociedad (Tene et al., 2007, pp. 66-77).
Ademas, las plantas son necesarias e imprescindibles para el desarrollo de nuevos

medicamentos para el control, tratamiento y profilaxis de varias enfermedades.

Actualmente, las enfermedades que generan un proceso inflamatorio representan un gran
problema de salud, constituyendo una de las principales causas de consulta médica (xu and Larbi,
2017, p. 2). Por lo cual, el estudio de la actividad antiinflamatoria de nuevas moléculas de sintesis
como aquellas aisladas a partir de productos naturales ha sido de gran interés cientifico en el
area de farmacologia, especialmente por la capacidad que tienen ciertos compuestos de interferir
en la evolucidn de las enfermedades que provocan procesos inflamatorios (Lin and Li, 2018, pp. 179-

184).

Las investigaciones de las plantas medicinales, que evidencien actividad antiinflamatoria son
esenciales para promover su uso, y reducir el consumo indiscriminado de medicamentos
convencionales (AINE’s) que en muchas de las ocasiones producen una gran cantidad de

efectos adversos (Lanas, 2006, p. 16).

Cabe resaltar que la planta Ageratum conyzoides se encuentra en regiones tropicales y
subtropicales del Ecuador, presenta una buena distribucion, es facil de encontrar e identificar.
Sin embargo, es considerada como maleza invasiva de los cultivos. Tradicionalmente, se
consume en infusion y se emplea como anti-flatulento, antioxidante, reductor del colesterol,
antipirético, y también en forma de emplastos como antiinflamatorio en casos de artritis y

artrosis en las comunidades aledafias a la provincia de Loja (Okunade, 2010, pp. 1-3).

Esta investigacion esta dirigida al beneficio de la poblacion en general y mas aun a aquellos
pacientes que utilizan los medicamentos AINE"s por periodos prolongados, a su vez se utilizara
los recursos naturales existentes en el Ecuador, promoviendo la concientizacion a la poblacion
sobre el mantenimiento y cuidado que necesitan las plantas, incentivando su utilizacion y
evitando la desaparicion de diversas especies con propiedades farmacoldgicas. Ademas de
promover el desarrollo econémico de las comunidades aledafas a la ciudad de Loja y entidades

interesadas (water et al., 2018, p. 3).



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotoxica in vitro del extracto hidroalcohdlico de

Ageratum conyzoides L.

Objetivos especificos

1. Identificar cualitativamente los grupos fitoquimicos representativos en la parte aérea de A.
conyzoides mediante screening fitoquimico.

2. Determinar la cantidad relativa de fenoles y flavonoides totales presentes en el extracto
hidroalcoholico de A. conyzoides por métodos colorimétricos.

3. Determinar la capacidad captadora de radicales libres del extracto hidroalcohdlico de A.
conyzoides mediante el método de DPPH.

4. Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotdxica in vitro del extracto hidroalcohdlico de A.

conyzoides sobre neutrdéfilos aislados.



CAPITULO I

1 MARCO REFERENCIAL

1.1 Biodiversidad del Ecuador

El Ecuador, es un pais pequefio pero con una extraordinaria fuente de flora y fauna en todas las
regiones y rincones del pais. Algunas plantas por sus peculiares sustancias bioactivas pueden ser
aprovechadas con fines terapéuticos (water et al., 2018, p. 4). De alli que se han descrito alrededor de
432 especies medicinales de las cuales 273 corresponden a plantas que se expenden a través de
las hierberas en los mercados y 255 son plantas silvestres. También, se ha determinado que las
plantas expendidas por las hierberas tratan alrededor de 77 dolencias mientras que las plantas

silvestres aproximadamente 74 dolencias (Tene etal., 2007, p. 63).

El conjunto de conocimientos etnobotanicos y ancestrales que poseen las diferentes etnias y
culturas, hacen de este recurso una herramienta poderosa que despierta la curiosidad de los

investigadores para el desarrollo de nuevos farmacos (stojanovi et al., 2017, pp. 393-394).

1.1.1 Plantas medicinales

Las plantas medicinales son aquellas que poseen multiples metabolitos secundarios, producto de
la biosintesis de las plantas como mecanismo de defensa ante agentes externos y que en
conjunto son usados para aliviar la sintomatologia de una enfermedad o reestablecer el
funcionamiento adecuado del organismo (water et al., 2018, p. 3). En los Ultimos afios la humanidad
ha experimentado con diferentes partes de las plantas con la finalidad de solucionar problemas
de salud. Las plantas medicinales han demostrado su eficacia en el tratamiento de ciertas
patologias, incrementando los beneficios y reduciendo los efectos adversos (hailajan et al., 2013, p.

139).

En la actualidad en el Ecuador ain mantienen estos conocimientos y practicas ancestrales que

han sido transmitidos de generacion en generacion. El uso de estas plantas medicinales es

6



llevado a cabo por personas especializadas como curanderos y/o brujos de las diferentes
culturas, aunque en nuestros dias también es posible observarlo en mercados de la ciudad. En
algunos paises las plantas medicinales son usadas como parte de los sistemas de salud (Heras et al.,

1998, pp. 161-162).

1.1.2 Estudios etnobotanicos

En el Ecuador, los estudios etnobotanicos se inician en la época colonial, tiempo en el cual
varios personajes espafioles realizaron estudios botanicos recopilando valiosa informacion del
uso terapéutico de las plantas a través de un interrogatorio a los pueblos indigenas, sobre todo a
las personas responsables de cuidar y conservar estos conocimientos ancestrales y culturales.
Charles Marie de la Condamine y Joseph de Jussieu, miembros de la mision geodésica Francesa
(1736) son los que inician la historia cientifica etnobotanica en la region andina (Tene et al., 2007, pp.

3-5).

Cuando desaparecio la sociedad nativa del pais junto con ella, también se eliminaron varios de
los conocimientos acerca del uso de plantas y animales. Ademas, el manejo y utilizacién
adecuada de los diferentes modelos ancestrales. En este lapso de tiempo fue donde se reveld por
primera vez propiedades, caracteristicas taxonémicas y usos medicinales de diversos frutos,

vegetales, plantas medicinales, entre otras (sargin, 2018, pp. 3-4).

1.2 Familia Asteraceae

Es la familia de plantas mas numerosa en nuestro pais, y esta altamente distribuida por todo el
mundo (cosmopolita) pero se halla mejor representada en regiones semiaridas, tropicales y
subtropicales. El origen etimolédgico del nombre de la familia Asteraceae proviene del término
latino “aster” que significa “estrella” y que se refiere a la forma de sus inflorescencias (kenny et al.,

2014, p. 4).

Las asteraceas comprenden alrededor de 1700 géneros y unas 24.000-30.000 especies
distribuidas por todo el mundo, excepto en la Antartida (kenny et al., 2014, p. 5). En esta familia se
incluyen desde pequefias hierbas de 1 cm de altura hasta arboles de mas de 30 m. Son
facilmente reconocibles por su estructura reproductiva sus inflorescencias se disponen en forma

sésil sobre un receptaculo ensanchado (capitulo) (Okunade, 2010, pp. 1-2). En el Ecuador existe



aproximadamente 160 géneros, en los bosques andinos y paramos se ha registrado 44 géneros
nativos de tipo arbustivos o arbdreos y son un componente importante de la vegetacion andina

(Shen et al., 2018, p. 1).

1.2.1 Genero Ageratum

Es un conjunto de plantas pertenecientes a la familia Asteraceae con flores pomposas a manera
de pequefias umbelas y de colores vistosos tales como el azul-lavanda, rosa, lila o blanco.
Comprende aproximadamente 200 especies que han sido descritos en regiones tropicales y sub-
tropicales. Estas son plantas herbaceas anuales o perennes nativas de América (Faqueti et al., 2016, p.

5).

1.2.2  Ageratum conyzoides L.

Es una especie vegetal nativa de Brasil, Argentina y Paraguay. Su nombre deriva del latin
ageraton/griego ageératos, que significa “no envejece/ de larga duracion”, es decir, una planta
que conserva el color de sus flores prolongadamente y conyzoides del epiteto latino que alude
semejanza al género Conyza; konops = “pulga”, o konis = "polvo", refiriéndose al polvo de la

planta seca que se utiliza para repeler insectos (shirwaikar et al., 2003, pp. 117-118).

Figura 1-1: Ageratum conyzoides L.

Fuente: (Okunade, 2010, p. 3)



1.2.2.1 Caracteristicas y sinénimos

Es una planta herbéacea y erecta que llega a crecer cerca de los 70 centimetros de altura. Sus
hojas son opuestas, el tallo es piloso (presenta pequefios vellos suaves en toda la superficie del
mismo), las flores pueden variar de color entre los tonos blanco y rosado, teniendo los extremos
de las ramas de un tono rojizo (shirwaikar et al., 2003, pp.118). Su olor es desagradable, a pesar de que
sus familiares mas cercanos no producen aroma alguno. Se conoce también con el nombre de
“caangay, pedorrera, celestina azul, mejorana, flor noble, hierba de chucho, hierba de perro,

mastranto o santa lucia” (Faqueti et al., 2016, p. 5).

1.2.2.2 Habitat

A. conyzoideses una hierba que se desarrolla en ambientes tropicales y subtropicales,
distribuidas ampliamente en Africa, Asia y Sudamérica. En el Ecuador, esta planta es
considerada una maleza que se desarrolla facilmente en cultivos, pastos, plantaciones, terrenos

baldios y bordes de caminos (shirwaikar et al., 2003, p. 17).

1.2.2.3 Taxonomia

Tabla 1-1: Descripcion taxonémica de Ageratum conyzoides L.

Reino Plantae Familia | Asteraceae

Subreino | Tracheobionta | Tribu Eupatorieae

Division | Magnoliophyta | Género | Ageratum

Clase Magnoliopsida | Especie | Ageratum conyzoides L.

Orden Asterales

Fuente: (Shailajan et al., 2013, p. 2)
Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018



1.2.2.4 Composicion quimica

La planta A. conyzoides tiene numerosos componentes con actividad bioldgica tales como
glucosido cianogénico, monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos (linalool, limoneno, eugenol,
etc), esteroles, fenoles, flavonoides, alcaloides (lycopsamina y eguinatina son los Unicos
alcaloides aislados de esta planta) y otros compuestos (aurantiamida acetato, acido fumarico,
acido cafeico y fitol) (Rioba and Stevenson, 2017, p. 2). El aceite esencial contiene cumarina,
ageratocromeno, B-cariofileno y 7 metoxi-2,2 dimetilcromeno, siendo el Gltimo un componente
importante en cantidad (representa el 30%) (Okunade, 2010, p. 4). La planta denominada A.
conyzoides contiene alrededor de 21 flavonoides polioxigenados, 14 flavonas polimetoxiladas
(derivados de tricina y 3, 4, 5-flavonas oxigenadas, sustancia quimica rara en los productos
naturales) y otros como la 5-metoxinobiletina, linderoflavona B, quercetina, eupalestina entre

0tros (Chen, Mu and Kitts, 2018, p. 139).

1.2.2.5 Usos farmacol6gicos

Las hojas son usadas para diversas afecciones tales como analgésico, antiespasmadico,
antiinflamatorio, antipirético, antioxidante, antimicrobiano, purgante, tratamiento de heridas
producidas por cortes y de parasitos intestinales (Faqueti et al., 2016, p. 19; Rioba and Stevenson, 2017, pp. 4-5);
la planta entera se emplea en infusién como emenagogo, expectorante, antihemorragico, contra
la diarrea y cuando se producen cdlicos por flatulencia entre otros usos; la semillas y flores
presentan vitaminas A y B; el aceite esencial demuestra actividad reguladora del crecimiento e

insecticida contra la langosta del desierto Schistocera gregaria (Shailajan et al., 2013, pp. 139-142).

En la medicina tradicional de distintas regiones del mundo se usa en dependencia a su ubicacion
y experiencias de las distintas culturas por ejemplo en Asia y América del Sur es empleada en el
tratamiento de reumatismo, coélicos, fiebre, diarrea. Mientras que en el Ecuador el conocimiento
etno-farmacolégico, describe su uso como anti-flatulento, antiinflamatorio en el tratamiento de
heridas y afecciones de piel. Se recomienda evitar su uso a elevadas dosis ya que producen

mareos (efecto adverso) (Okunade, 2010, pp. 12-14).
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1.3 Inflamacion

1.3.1 Definicién

La inflamacion es un mecanismo defensivo natural del organismo formado con un conjunto de
fendmenos moleculares, celulares y vasculares frente a una lesién tisular o focal causado por
agentes fisicos, quimicos o bioldgicos (xu and Larbi, 2017, p. 1). El foco inflamatorio atrae a las
células inmunes de los tejidos cercanos, mientras que las alteraciones vasculares permitiran la

llegada de moléculas inmunes desde la sangre (Bektas et al., 2017, p. 3).

Celso describi6 los cuatro signos de todo proceso inflamatorio los cuales son: calor, rubor,
tumor y dolor. El calor y rubor son ocasionadas debido a las alteraciones vasculares cuando
existe acumulacién sanguinea en el foco de inflamacion, el tumor se produce por el edema y
acimulo de células inmunes, mientras que el dolor es producido por la accién de ciertos
mediadores quimicos sobre las terminaciones nerviosas responsables del dolor (Gonzalez and Beltran,

2010, p. 1).

1.3.2 Etapas de la inflamacion

La inflamacion se divide en cinco etapas bien definidas y son:

1.3.2.1 Liberacién de mediadores

Al producirse un dafio tisular el mastocito libera los mediadores de la inflamacion ante diversos
estimulos. Al progresar la inflamacién en el foco inflamatorio se acumulan suficientes factores
activados del complemento (C3a y C5a), los cuales actan sobre los receptores de membrana,
activando a los mastocitos y la liberacion de mediadores. El mastocito es una célula sanguinea
procedente de la médula 6sea y localizada en casi todos los tejidos. Ademas, presenta en el

citoplasma granulos con mediadores preformados (Chhetri et al., 2017, p. 4).

Otro mecanismo con el que se activa la liberacion de mediadores del mastocito, es por la IgE,
molécula que es captada por la membrana y se activa solo cuando el antigeno se conecta

especificamente con dos IgE contiguas sobre la membrana del mastocito. Los mediadores
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preformados son principalmente histamina, enzimas proteoliticas, factor quimiotéctico del

eosindfilo, factor quimiotactico del neutrdfilo y heparina (xu and Larbi, 2017, pp. 1-2).

El acido araquidénico formado seguira dos vias metabdlicas, el ciclo de la enzima ciclo-
oxigenasas a través de la cual se producen prostaglandinas (PG) y tromboxanos; y el ciclo de la
lipooxigenasa que produce leucotrienos (LT). Todos estos compuestos corresponden a un
segundo grupo de mediadores de la inflamacién de caracter lipidico, que se sintetizan en el
mastocito. El basofilo es otra célula responsable de liberar mediadores de la inflamacion y se

activan por los mismos mecanismos que el mastocito (innes and Calder, 2018, p. 3).

1.3.2.2 Efecto de los mediadores

Estas moléculas producen alteraciones vasculares y efectos quimiotécticos con la finalidad de
favorecer el transporte y llegada de células inmunes y otras moléculas al foco inflamatorio.

Cada uno de los mediadores presenta una funcion especifica que se detalla a continuacion:

Mediadores preformados

» Histamina: Es un mediador derivado del aminoécido histidina por descarboxilacion y
almacenado en el mastocito y el basofilo. Actian en los receptores H1 de los vasos
sanguineos generando vasodilatacion e incremento de la permeabilidad, mientras que, en los
receptores H2 provoca efectos inhibidores o reguladores de la inflamacion. La vasodilatacion
aumenta el flujo sanguineo, causando enrojecimiento y aumento de la temperatura
(sensacién de calor); la permeabilidad capilar incrementada permite el flujo de proteinas y
agua a través de los vasos sanguineos produciendo un edema.

» Enzimas proteoliticas: De todas las enzimas proteoliticas liberadas por el mastocito, quizas la
mas importante es la kininogenasa, la cual, actla sobre las proteinas presentes en la sangre
conocidas como kininégenos, y que al producirse una ruptura en moléculas mas pequefias
(péptidos) llamados kininas. Estas moléculas inducen vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad vascular y estimulan las terminaciones nerviosas del dolor.

» Factores quimiotacticos: Son proteinas de alta peso molecular que se encargan de atraer a los
eosindfilos y neutrofilos al sitio de la inflamacidn y activarlos de forma inmediata.

> Heparina: Su principal funcién es inhibir la coagulacion facilitando la llegada de moléculas y
células al foco inflamatorio.

» Bradicininas: Sintetizados y almacenados en las plaquetas, causantes de la contraccion de los
musculos lisos, aumento de la permeabilidad capilar, dilatacion arterial, etc.

» Citocinas: Regulan el mecanismo de la inflamacidn (Fingleton, 2017, pp. 3-5).
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Mediadores sintetizados de novo

» Prostaglandina E2: Es la prostaglandina méas importante en el proceso inflamatorio ya que
produce vasodilatacién y dolor. La aspirina como antinflamatorio bloquea la via de la
ciclooxigenasa y por ende evita la sintesis de esta prostaglandina,.

» Leucotrieno B4: Es un factor quimiotactico de los eosinofilos, mastocitos, macréfagos y
neutrdfilos.

» Factor activador de plaquetas (PAF): Se encarga de varias funciones como activar las
plaquetas para liberar mediadores e iniciar los procesos de la coagulacion. Ademas, produce
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular. También es considerado un factor

quimiotactico y activador de neutr6filos (innes and Calder, 2018, pp. 1-2).

Tabla 2-1: Mediadores quimicos del proceso inflamatorio

MEDIADOR QUIMICO ACCION
Histamina y serotonina (aminas vasoactivas) Incremento de la permeabilidad
Bradicinina Incremento de la permeabilidad y dolor
Csa (producto del complemento, anafilotoxinas) Incremento de la permeabilidad opsonina

) . Incremento de la permeabilidad, quimiotaxis, adhesion y
Csa (producto del complemento, anafilotoxinas) L o
activacion leucocitaria.

Prostaglandinas (metabolitos del acido ) y ] . .
o Vasodilatacion, dolor, fiebre, activa a otros mediadores
araquiddnico)

Leucotrieno B4 (metabolito del &cido araquiddnico) | Quimiotaxis, adhesién y activacion leucocitaria

Leucotrieno Cas, D4, E4 (metabolitos del &cido Incremento de la permeabilidad, bronco-constriccidn,
araquiddnico) vasoconstriccion
Metabolitos del oxigeno (radicales libres) Incremento de la permeabilidad, lesion endotelial y tisular

) Incremento de la permeabilidad, bronco-constriccion, cebado
Factor activador de plaquetas (PAF) .
de leucocitos

Interleucina (IL-1) y Factor de necrosis tumoral

o Reacciones de fase aguda, activacion endotelial, quimiotaxis
(TNF) (citosinas)

Oxido nitrico Incremento de la permeabilidad, vasodilatacion, citotoxicidad

Fuente: (Borges and Alvarado, 2016, p. 49)
Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018
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1.3.2.3 Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio

Los mediadores de la inflamacion de forma cronoldgica generar dos efectos. Inicialmente
alteraciones vasculares que facilitan la llegada de moléculas desde la sangre al sitio de
inflamacion al mismo tiempo que el edema. Después se libera factores quimiotacticos que
favorecen la llegada de las células inmunes provenientes de la sangre y tejidos cercanos al foco

inflamatorio. A continuacion, se describen las funciones de cada uno de ellos.

Fase inicial: llegada de moléculas

- Inmunoglobulinas: Se unen al agente para bloquearlo, especialmente la IgG encargada de
activar al complemento por la via clasica. También, tienen la capacidad para unirse a los
receptores por la porcién Fc (FcR), localizados en la membrana de los fagocitos con lo cual
potencia la fagocitosis.

- Factores del complemento: El complemento se activa por la via alternativa (por productos
generados por el germen), alcanzando la via comdn y produciendo la lisis del agente causal.
Los factores C3a y Cbha, actlian sobre los receptores de membrana, con lo cual activan al
mastocito y baséfilo produciendo la liberacion de mediadores y amplificando el fendmeno
de la inflamacion. EI C5a es un factor quimiotéctico potente, mientras que el C3a, se une a
receptores de los fagocitos, con lo cual potencia la fagocitosis.

- Proteina C reactiva (PCR): Encargada de activar el sistema del complemento por la via

clasica y fijar antigenos como el neumococo (Jiang et al., 2018, pp. 1-2).

Fase tardia: llegada de células inmunoldgicas

- Basdfilo: En conjunto con los mastocitos contribuyen con la liberacién de mediadores.

- Neutrofilos: Son las primeras células en llegar al sitio de la inflamacion, se encargan de
eliminar al agente causal mediante la fagocitosis o excrecion de sustancias toxicas.

- Monocito/ Macrofago: proviene de la sangre/ tejidos respectivamente, se encargan de
maultiples funciones relacionadas a la fagocitosis. Estas células cumplen con el proceso de
fagocitosis de antigenos y como célula presentadora del antigeno a las células T y B. El
macrofago sintetiza un péptido inespecifico, la interleucina 1 (IL-1) que favorece la
produccion y liberacion de los neutrdfilos, a nivel local activa la proliferacion y
diferenciacion de linfocitos T y B.

- Linfocitos T y B: Las células B producen IgE, pero unidas a los mastocitos o basofilos,
potencian la inflamacidn. Por otro lado, las células T generan linfoquinas que promueven la

respuesta inmune.
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- Eosinofilo. Es una célula citotdxica en infecciones parasitarias pero en el proceso

inflamatorio, tiene una funcion reguladora (Moriya, 2018, pp. 2-3).

1.3.2.4 Regulacion del proceso inflamatorio

Esta etapa es fundamental en el proceso inflamatorio ya que se encarga de regular la respuesta
de la inflamacion mediante una serie de mecanismos inhibidores con la intencion de finalizar o
equilibrar el proceso evitando que la respuesta inmune sea exagerada. A continuacién, algunos

de los mediadores y su funcion para inhibir y equilibrar la respuesta inflamatoria.

- Histamina: actla sobre los receptores H2, activando las células T supresoras, inhibiendo la
liberacion de mediadores y suprimiendo la actividad de los neutréfilos.

- Prostaglandina E: Impide que los mastocitos y baséfilos liberen mediadores de la
inflamacion y frena la proliferacion y diferenciacién de linfocitos.

- Agonistas autonémicos: El mastocito y el basofilo presentan en la membrana receptores a y
B-adrenérgicos que regulan o controlan la liberacion de mediadores. El receptor [-
adrenérgico induce inhibicion mientras que el a-adrenérgico produce la estimulacion.

- Heparina: Impide la coagulacién y estimula los factores del complemento.

- Eosinofilo. Son atraidas al sitio de la inflamacion, donde liberan enzimas capaces de
degradar a los mediadores de la inflamacion; tales como la histaminasa que actla sobre la
histamina, la arilsulfatasa sobre los leucotrienos y la fosfolipasa sobre el factor activador de

plaquetas (Fingleton, 2017, p. 4).

1.3.25 Reparacion

En esta fase varios fendmenos van a intervenir en la reparacién total o parcial de los tejidos
dafados por el agente agresor o por la propia respuesta inflamatoria. La reparacién de tejidos
inicia cuando el agente causal de la lesién ha sido eliminado o destruido. Estos procesos inician
con la llegada de los fibroblastos al sitio de la inflamacion, los cuales se activan por la
interleucina-1, induciendo la proliferacion y sintesis de colageno, proliferacion de células
epiteliales y de vasos sanguineos dentro de la herida (Borges and Alvarado, 2016, p. 48; Bektas et al., 2017, p.

2).
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1.3.3 Tipos de inflamacion

La inflamacion se clasifica de diversas formas entre ellas de acuerdo al tiempo de duracion,

caracter del exudado, etiologia, caracteristicas morfologicas y localizacién.
1.3.3.1 Por su duracion

a) Agudas: se caracteriza por ser una respuesta inmediata y de corta duracion ante el agente
agresor cuyo fin es liberar mediadores y la migracion de leucocitos especialmente neutréfilos
como defensa del organismo en el sitio de la lesion.

b) Cronicas: se identifica por ser un proceso prolongado en el tiempo, que provoca destruccion
tisular, inflamacion activa y un repetitivo intento de reparacion. Generalmente la inflamacion
aguda evoluciona a crénica cuando el agente causal no ha logrado ser eliminado y por ende

impide el proceso de reparacion (xu and Larbi, 2017, pp. 1-2).

1.3.3.2 Por su localizacion

a) Focales: cuando la inflamacién se genera en determinadas zonas u 6rganos especificos, en
cuyo caso se utiliza el sufijo “-itis”, por ejemplo, faringitis, otitis, laringitis, conjuntivitis,
peritonitis.

b) Diseminados: es el resultado de la propagacion de procesos inflamatorios persistentes ya sea

por fistulizacion o metastasis (Xu and Larbi, 2017, p. 3).

1.3.3.3 Por su etiologia

a) Infecciosas: el agente causal son bacterias, virus, parasitos o por toxinas microbianas.

b) Traumaéticas: ocasionadas por golpes intensos con respuesta inmediata o tardia, como ocurre
con los esguinces.

c) Térmicas: resultantes de quemaduras por calor o congelamiento.

d) Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad: cuando existe alergias a determinados

objetos u objetos 0 por procesos autoinmunes (Xu and Larbi, 2017, p. 2).
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1.4 Antiinflamatorios no esteroideos (AINE"s)

Actualmente, los antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) a nivel mundial son considerados
de primera eleccion, para tratar dolencias de tipo inflamatorio, principalmente musculares,
esqueléticas y articulares. Muchos de estos compuestos no tienen relacion quimica entre si a
pesar de pertenecer al mismo grupo, pero presentan similitud en sus actividades
farmacoterapéuticas (antipirético, analgésico y antiinflamatorio) y efectos adversos (Areia et al.,

2013, p. 244).
1.4.1 Clasificacion de los antiinflamatorios no esteroideos
Tabla 3-1: Clasificacion de los AINE’s segun su selectividad

por la enzima ciclooxigenasa

No selectivos (COX-1y COX-2)

Selectivos (COX-2) (COXIBE’s)

Acido acetilsalicilico (Aspirina)

Rofecoxib (Vioxx)

Acetaminofen (Paracetamol)

Valdecoxib (Bextra)

Indometacina Parecoxib
Ibuprofeno y Cetoprofeno Celecoxib
Naproxeno Etoricoxib
Meloxicam y Piroxicam Lumiracoxib

Fuente: (Batlouni, 2009, p. 538)
Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

Tabla 4-1: Clasificacién quimica de los AINE’s

ACIDOS NO ACIDOS
Salicilatos F. prototipo: Acido acetilsalicilico
Pirazolona F. prototipo: Metamizol
Sulfonilidas Farmaco prototipo: Nimesulida
Pirazolidindionas F. prototipo: Fenilbutazona
Oxicam F. prototipo: Piroxicam
Acético Alcanonas Farmaco prototipo: Nabumetona
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- Indolacético

F. prototipo: Indometacina

- Pirrolacético

F. prototipo: Ketorolaco

- Fenilacético

F. prototipo: Diclofenaco

- Piranoindolacético

F. prototipo: Etodolaco

Propionico

Nicotinico

F. prototipo: Clonixina

Fuente: (Gil-aldea and Azanza, 2016, pp. 141-140)

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

1.4.2 Mecanismo de accion

Los AINE’s actlan en la produccion de prostaglandinas y tromboxanos, mediante la inhibicion
de la enzima ciclooxigenasa. En el caso de la COX-1 esté relacionada con la formacion de
prostaglandinas y tromboxanos en las funciones fisiologicas; mientras que la COX-2 es una
enzima que actuta en la inflamacion inducida por citoquinas y mediadores (Gil-aldea and Azanza, 2016,
pp. 139-140). Actualmente, existen farmacos con una alta especificidad sobre la enzima COX-2. El
blogueo de las ciclooxigenasas les proporcionan su efecto terapéutico como analgésico,
antipirético y antiinflamatorio. Sin embargo, la inhibicién de la enzima COX-1 tienen como

consecuencia la aparicion de efectos secundarios a nivel gastrico, renal y en la coagulacion (Areia

etal., 2013, p. 245).
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Figura 2-1: Representacion esquemaética de la via ciclooxigenasa

Fuente: (Batlouni, 2009, p. 539)
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1.4.3 Efectos adversos

Como todo medicamento los antiinflamatorios no esteroideos también presentan efectos
adversos ya que bloguean la via de las ciclooxigenasas, sobretodo de la COX-2. Estos efectos

adversos pueden ser a nivel del:

- Sistema nervioso central (SNC): Cefalea, mareo, adormecimiento, insomnio.

- Hematoldgico: Anemia, trombocitopenia, neutropenia, eosinofilia. La aspirina inhibe de
forma irreversible la agregacién plaquetaria.

- Renal: Nefritis, sindrome nefrotoxico, falla renal, retencién de fluido y de sodio debido a la
inhibicién de prostaglandinas necesaria para mantener la hemodindmica renal. El abuso de
estos farmacos esta asociado con nefropatia.

- Pulmonar: La neumonitis, alveolitis, infiltrado pulmonar y fibrosis pulmonar, indican una
reaccion inmune presentada hacia ciertos AINE"s como: naproxeno, y acido tolfenamico.

- Efecto hipertensivo: Los AINE’s son causantes del incremento en la presion arterial en 5
mm Hg; ya que antagonizan el efecto de los hipertensivos (B-bloqueadores vy
vasodilatadores).

- Hipersensibilidad: Pueden ocasionar urticaria, rinitis, bronco-constriccién y shock
anafilactico; debido al bloqueo de la ciclooxigenasa y al desvio del acido araquidénico a la
via de la lipooxigenasa, aumentando la produccion de leucotrienos, mediador del

broncoespasmo induciendo al asma (Gil-aldea and Azanza, 2016, pp. 137-140).

1.5 Compuestos antiinflamatorios de origen natural

Las plantas medicinales con actividad antiinflamatoria son consideradas como terapia
alternativa, ya que han demostrado cierta eficacia y presentan menor cantidad de efectos
secundarios. Actualmente, existen varios estudios que evallan la actividad antiinflamatoria de
compuestos quimicos o0 metabolitos secundarios aislados de fuentes naturales (plantas),
mediante modelos farmacolégicos in vivo e in vitro. La diversidad de compuestos quimicos de
una planta, permiten obtener una actividad farmacoterapéutico potenciada (actdan en sinergia) o
reducida, siendo los fenoles y flavonoides de mayor importancia al presentar una actividad

antiinflamatoria significativa (Lin and Li, 2018, pp. 288-289).
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1.5.1 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios biosintetizados por las plantas, y se
caracterizan por poseer un anillo aromatico unido por lo menos a un grupo hidroxilo en su
estructura quimica (Ferreira et al, 2017, p. 6). Dentro de este grupo se destaca la diversidad de
compuestos tales como taninos, lignanos, alcoholes fendlicos, estilbenos, entre otros. Los
compuestos fendlicos debido a su disefio estructural han mostrado diversas propiedades

farmacoldgicas en ensayos tanto in vitro como in vivo (Liu et al., 2018, p. 18; Lin et al. , 2018, pp. 3-5).

En las plantas, los polifenoles se producen por dos vias biosintéticas. La ruta de los poliacetatos
gue producen quinonas y xantonas; y la ruta del &cido shikimico que provee la biosintesis de los
aminoacidos aromaticos (fenilalanina y tirosina), acido cinamico y sus derivados tales como

fenoles simples, acidos fendlicos, cumarinas y derivados del fenilpropano (Singh et al., 2018, p. 76).

1.5.2 Flavonoides

Los compuestos flavonicos se encuentran distribuidos ampliamente en la naturaleza, se
caracterizan por su bajo peso molecular y una estructura comun de benzo-y-pirona (Cs-Cs-Ce).
Son sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y tres de malonil-CoA. La reaccion
bioquimica que da origen a los flavonoides esta controlada por dos enzimas: la chalcona sintasa

y la chalcona flavonona isomerasa (stoclet and Schini-Kerth, 2011, pp. 79-80).

- ey ¥

Figura 3-1: Estructura general de los flavonoides y sus principales derivados

Fuente: (Stoclet and Schini-Kerth, 2011, p. 80)

20



Generalmente, los flavonoides naturales presentan al menos tres hidroxilos fendlicos
combinados con azucares en forma de glicosidos. La diversidad de flavonoides se debe al grado
de oxidacion del puente de tres carbonos. Los compuestos de mayor importancia en este grupo
son las antocianinas, flavonoles, flavonas e isoflavonas (Masek et al.,2011, pp. 483-484). Actualmente,
estos compuestos son altamente estudiados por sus diversas propiedades farmacoldgicas, entre
ellas, capacidad antioxidante, anti-inflamatoria y desérdenes cardiovasculares. En otros estudios
cientificos se demostré su capacidad como antibacteriana, hepatoprotector, antialérgico,

anticancerigena, etc (Kokkou et al., 2016, pp. 266-267).

En el proceso inflamatorio el estrés oxidativo causado por los radicales libres provoca un
incremento de enzimas como la ciclooxigenasa y lipooxigenasa, implicadas en la liberacién de
mediadores inflamatorios (interleucinas y quimiocina), la quercetina (flavonoides natural)
impide la biosintesis de la enzima ciclooxigenasa y reduce la presencia de la prostaglandina E,
el resveratrol es otro flavonoide que bloque la sintesis de prostaglandinas (Kokkou et al., 2016, pp. 268-

270).

1.6 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria y citotdxica in vitro

Los leucocitos y macréfagos, se encargan de la iniciacién, modulacion y persistencia de la
respuesta inflamatoria, por su capacidad para sintetizar y liberar mediadores bioldgicos
(citoquinas, prostaglandinas, etc.) los cuales tienen numerosos efectos cardiovasculares e
inflamatorios (Lin and Li, 2018, pp. 278-280). La inflamacion es producto de la produccion y liberacién
extracelular de moléculas reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrdgeno (RNS),
que estimulan la membrana de los leucocitos polimorfonucleares (PMN) y macrdfagos. A estas
reacciones bioquimicas coordinadas se denomina estallido oxidativo e inicia al aumentarse la
recaptacion de oxigeno, mientras se produce la reduccion de un e del oxigeno a superdxido
(02), a través de la nicotinamida-adenina dinucleétido fosfato (NADPH) o la nicotinamida-
adenina dinucleétido (NADH) como donador del €7, en una reaccion catalizada por la oxidasa

dependiente de NADPH (valacchi et al., 2016, p. 234).

La citotoxicidad es la capacidad de un compuesto quimico para provocar una adulteracion en la
funcionalidad celular induciendo una destruccion o lesion de las células. La citotoxicidad en los
leucocitos se debe al Oxido nitrico, debido a que al reaccionar con el radical libre superoxido
(02), se origina un oxidante altamente toxico (radical peroxinitrito “ONOO-"). Existen otros

métodos colorimétricos de citotoxicidad in vitro, como los métodos de sulforrodamina B y
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cristal violeta, que colorean elementos especificos de las células permitiendo la medicion de

restos celulares luego de un periodo de incubacidn (Berridge et al., 2008, p. 14).

En condiciones normales, las células responsables de la inflamacion crean pequefas
proporciones de Oxido nitroso (NO) y trazas de especies reactivas de oxigeno (ROS),
disponibles para recoger el NO. Mientras que, en un proceso inflamatorio la isoforma inducible
de 6xido nitrico sintasa (iNOS) produce grandes cantidades de NO, conjuntamente con una alta
produccién de ROS, lo que sugiere un cambio en la quimica del NO a peroxinitrito, anhidrido
nitroso (N203), gque son fuertes agentes oxidantes, nitrantes y nitrosantes (Peskin and Winterbourn,

2016, p. 3).

1.6.1 Meétodos colorimétricos in vitro con sales de tetrazolio

Para este modelo in vitro se aplica sales de tetrazolio (WST-1) sobre neutrdfilos aislados que
son transformados a formazan por la accién metabdlica de deshidrogenasas mitocondriales en
células viables (neutrofilos), para determinar el grado de proliferacién celular (inhibicion
inflamatoria) y viabilidad celular (citotoxicidad) (Frenzel et al., 2008, p. 198). L0S ensayos que utilizan
WST-1, son métodos modificados que se fundamentan en la reduccion intracelular de sales de
tetrazolio a compuestos solubles de formazan coloreados por el sistema mitocondrial succinato-
tetrazolim reductasa y cuantificados por espectrofotometria, reaccién quimica mediada por
oxidasas dependientes de NADPH. Este método se caracteriza por su alta sensibilidad, debido a
su baja masa molecular y alto coeficiente de extincion molar de formazan reducido, que
desciende eficazmente por la membrana plasmatica NADPH-oxidasa de los neutréfilos activos

en comparacion con el método MMT y sus variantes (XTT 0 MTS) (Tan and Berridge, 2000, p. 60).
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Figura 4-1: Reduccion de las sales de tetrazolio (WST-1) a formazan

Fuente: https://immunservice.com/produkt/wst-1-cell-proliferation-kit-ready-use/?lang=en
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CAPITULO I

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de la investigacion

Esta investigacion se realizé en el laboratorio de Fitoquimica y Productos Naturales de la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2 Recoleccion del material vegetal

La especie vegetal denominada Ageratum conyzoides L. se recolect6 en la parroquia Argelia en
el canton de Loja, localizadas especificamente en las coordenadas geogréficas: Latitud (Y):
9554220 ; Longitud (X): 699776 y Altitud: 2127 m.s.n.m.

El desarrollo de esta investigacion se efectud bajo el 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 Y LA ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO asignado con
el Nro. MAE-CNB-CM-2018-0086.

2.3 ldentificacién del material vegetal

Se tomaron dos muestras distintas del material vegetal, las mismas que se identificaron en el

Jardin Botanico y Herbario “Reinaldo Espinosa” de la Universidad Nacional de Loja a cargo del
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Ing. Zhofre Aguirre Mendoza, Ph.D. Finalmente se trasladaron al Laboratorio de Productos

Naturales, para el desarrollo de esta investigacion.

2.4  Materiales, equipos y reactivos

Para la presente investigacion se utilizaron los siguientes materiales, equipos y reactivos; los

cuales se detallan a continuacion:

2.4.1 Material Vegetal

Se utiliz6 todas las partes aéreas de la planta Ageratum conyzoides, es decir; flores, hojas y
tallos. La planta fue secada a una temperatura de 50°C en la estufa por 12 horas, luego fue
triturada en un molino marca Arthur H. Thomas C.O hasta obtener pequefias particulas; para
verificar los parametros de calidad de la droga cruda, obtencion de los extractos (etéreo,
etanolico y acuoso) para realizar el tamizaje fitoquimico, obtencién del extracto hidroalcohdlico
para el respectivo ensayo antiinflamatorio y citotoxico in vitro. La planta triturada se almacené

en una funda de papel las cuales fueron selladas herméticamente con cinta adhesiva.

2.4.2 Material Biolégico

Para realizar el ensayo antiinflamatorio y citotdxico in vitro se aislé neutréfilos obtenidos a

partir de sangre humana de un paciente sano.

2.4.3 Material farmacoldgico

Como control positivo comparativo en el ensayo para determinar la actividad antiinflamatoria

del extracto de Ageratum conyzoides se utilizé acido acetilsalicilico 100mg.
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2.4.4 Materiales de laboratorio utilizados

Tabla 5-2: Descripcion de los materiales de laboratorio utilizados

TECNICAS

MATERIALES

CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL
VEGETAL

Cépsulas de porcelana

Pinzas para capsulas

Crisoles de porcelana

Desecador

Papel filtro

Reverbero

TAMIZAJE FITOQUIMICO

Frasco ambar de 250 Ml

Papel filtro y Embudo

Vasos de precipitacion de 250MlI

Gradilla y tubos de ensayo

Pipetasde 5y 10 mL

CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO

Frasco &mbar de 1000MI

Picnémetro

Vaso de precipitacion de 50 mL

Probeta de 50 mL

Pipeta 10 mL

Cépsula de porcelana

Pinza para capsula

CUANTIFICACION DE FENOLES Y
FLAVONOIDES TOTALES

Micropipeta de 100 puL y 1000 pL

Pipetade 5 mLy 10 mL

Baldn de aforo de 25 mL y 100 mL

Vasos de precipitacion

Tubos de ensayo

Puntas amarillas

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE in vitro

Micropipeta de 100 pL

Gradilla

Balén aforado de 25 mL y 250 mL
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Tubos de ensayo

Pipetas graduadas de 5 mL

ENSAYO ANTIINFLAMATORIO Y CITOTOXICO

in vitro

Pipeta automatica multicanal de 10 -1000 uL

Pipeta automatica de 10-100 uL

Balones de aforo de 25 mL

Gradilla

Papel aluminio

Alcohol antiséptico

Puntas amarillas

Placa de 96 pocillos

Jeringas de 3mL, 5mL y 10mL

Tubos de vidrio

Torniquete

Algodon

Realizado por: Dennis Alvarez, 2018

2.4.5 [Equipos

Tabla 6-2: Equipos utilizados en la investigacion

ANALISIS

EQUIPOS

CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL
VEGETAL Y TAMIZAJE FITOQUIMICO

Molino Arthur H. Thomas C.O

Sonicador Marca Branson 2510

Estufa Memmert SNB400

Mufla IVYMEN N-8LITROS 1100°C

Balanza analitica Radwag

OBTENCION Y CONTROL DE CALIDAD
DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

Refractémetro

pH-metro

Rotavapor BUCHI R110 & B-465 Water Bath

Liofilizador Thermo Scientific

Vortex mixer MRC S1 —100
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CUANTIFICACION DE FENOLES Y

FLAVONOIDES TOTALES

(ESPECTRO

UV) Y ENSAYO ANTIINFLAMATORIO Y

CITOTOXICO

Balanza analitica Radwag

Vortex mixer MRC S1 —100

Espectrofotémetro Thermo Scientific Evolution 220

Estufa Memmert SNB400

Centrifuga

Realizado por: Dennis Alvarez, 2018

2.4.6 Reactivos

Tabla 7-2: Descripcién de los reactivos utilizados

ANALISIS

REACTIVOS

CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA

Agua destilada

Acido clorhidrico al 10%

TAMIZAJE FITOQUIMICO

Eter etilico

Etanol al 96%

Agua destilada

Reactivo Sudan 11

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Mayer

Reactivo de Wagner

Reactivo de Baljet

Reactivo de Lieberma-Burchard

Reactivo de Fehling Ay B

Reactivo de FeCl3

Reactivo de Borntrager

Reactivo para Catequinas

Cloroformo

Acido clorhidrico concentrado

Acido clorhidrico al 1%

Anhidrido acético
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Alcohol amilico

Magnesio metalico

Acido sulfdrico concentrado

Hidroxido de sodio al 5%

Carbonato de sodio

Cloruro de sodio (polvo)

OBTENCION DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO

Etanol 70%

Agua destilada

CUANTIFICACION DE FENOLES Y FLAVONOIDES
TOTALES

Metanol 98%

Agua destilada

Nitrito de Sodio 5% (NaNO2)

Tricloruro de aluminio 10% (AICls)

Hidréxido de potasio 1M (KOH)

Soluciones de quercetina

Soluciones de &cido gélico

Carbonato de sodio al 7,5% (Na2COs)

Reactivo de Folin-Ciocalteu

ENSAYO ANTIINFLAMATORIO Y CITOTOXICO IN
VITRO

Agua bidestilada

Ficoll Paque

Zimozan A

Reactivo WST-1

Solucién modificada de Hanks

Dimetilsulfoxido 5%

Triton X-100

Cloruro de Amonio

Heparina Sédica

Soluciones de Acido Acetilsalicilico

Realizado por: Dennis Alvarez, 2018
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2.5 Técnicas y métodos

2.5.1 Determinacion de los parametros de control de calidad de la droga cruda

Después de recolectar la planta se procede a realizar el control de calidad de la droga cruda, se
realizd ensayos por triplicado basados a métodos fisico-quimicos con el fin de garantizar la
eficacia y seguridad de la droga cruda en los anélisis de interés. A continuacion, se describen los
procedimientos cada uno de los parametros analizados, los cuales se encuentran en el folleto de

Farmacognosia y Productos Naturales (Bolzan et al., 2007, p. 264).

2.5.1.1 Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad en la droga cruda es un parametro imprescindible para determinar la
calidad de la misma. Un elevado contenido de agua en las drogas vegetales incrementa el riesgo
de hidrdlisis de los metabolitos secundarios que presenta la droga y contaminacion microbiana
lo que provoca su deterioro. Por tal motivo es importante la determinacion del contenido de
humedad, como indicativo de la estabilidad de los componentes quimicos presentes en las
drogas vegetales, en especial por aquellas que contienen un elevado porcentaje de humedad o

que absorben humedad con gran facilidad.

Para este analisis se utiliza con mayor frecuencia el método gravimétrico, debido a su facilidad

y sencillez; aunque no es recomendable utilizarlo en drogas que presenten sustancias volatiles.
Procedimiento:

Se pesaron 2g de la droga cruda, seca y molida con una desviacion permisible de 0.5mg en una
capsula de porcelana previamente tarada. La capsula con la muestra fue colocada en la estufa a
105 °C durante 3 horas y seguidamente en un desecador durante 15 minutos, donde se dejé
enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente y se pes6. Nuevamente se llevo a la estufa
durante una hora mas, se coloc6 en el desecador para enfriarla hasta temperatura ambiente y se

peso. Se repite el proceso hasta obtener peso constante (Bolzan et al., 2007, pp. 278-279).

Para realizar el célculo y determinar el contenido de humedad de la droga cruda se aplico la

siguiente ecuacion:

_ M1-M2

H=drowm 0
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Doénde:

H = pérdida en peso por desecacion.

M = masa de la capsula vacia.

M1 = masa de la capsula con la muestra de ensayo (g)

M2 = masa de la capsula con la muestra de ensayos desecada (g)

2.5.1.2 Determinacidén de cenizas totales

Las cenizas totales es el residuo inorgénico (contenido total de minerales) que queda tras la
incineracion (eliminacion de los compuestos orgéanicos) de la muestra seca en estudio. El

porcentaje de cenizas totales se determing gravimétricamente.
Procedimiento:

Se pesaron 2g + 0.5mg de droga cruda, seca, molida y tamizada, se colocé en un crisol de
porcelana previamente tarado. La muestra se carbonizo en el reverbero hasta que esté libre de
humo, luego se colocd en una mufla a una temperatura de 750°C para su incineracién, durante
2-3 horas. Si el residuo presenta trazas de carbdn, se le afiaden unas gotas de solucion de
peréxido de hidrégeno concentrado y se calienta hasta evaporar los solventes. Al enfriar el

crisol el residuo es de color blanco o casi blanco.

Se enfria el crisol en el desecador por hasta alcanzar la temperatura ambiente y se pesa,
repitiéndose el proceso hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0.5mg (masa
constante), los intervalos entre el calentamiento y el pesaje fueron de 30 minutos (Capasso et al.,

2011, p. 39).

Para realizar el calculo y poder determinar el porcentaje de cenizas totales de la droga cruda se
lo realiza con la siguiente ecuacion:

_M2-M

"m0

Donde:

C = porcentaje de cenizas totales.

M = masa del crisol vacio ()

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

M2= masa del crisol con la ceniza (Q)
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2.5.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua

Este ensayo tiene como finalidad determinar cuantitativamente el material inorganico existente

en las cenizas totales.
Procedimiento:

A las cenizas totales obtenidas mediante el procedimiento anterior se afiadié 15mL de agua al
crisol, el mismo que se tap6 con un vidrio reloj y se dejo hervir durante 5 minutos. La solucion
obtenida se filtré mediante un papel filtro libre de cenizas. El papel filtro y el residuo se coloco
en el crisol utilizado inicialmente y calent6 hasta su carbonizacién, el crisol con la muestra
carbonizada se coloc6 en la mufla a una temperatura de 750°C durante 2 horas. Seguidamente,
el crisol se colocd en el desecador para enfriarlo hasta alcanzar la temperatura ambiente y se
peso. El proceso se repite en intervalos de 30 minutos hasta obtener dos pesadas consecutivas

constantes (Miranda, 2006, p. 33).

Para realizar el célculo y poder determinar el porcentaje de cenizas totales de la droga cruda se

lo realiza con la siguiente ecuacion:

M2 — Ma

:—Ml—M * 100

Ca

Donde:

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua.

M = masa del crisol vacio.

M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M2 = masa del crisol con las cenizas totales (g).

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

2.5.1.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

La finalidad de este ensayo fue determinar el contenido de sustancias minerales insolubles en

acido clorhidrico que contiene la droga vegetal cruda.
Procedimiento:

Al crisol con las cenizas totales se afiadi6 3 mL de acido clorhidrico al 10%. Se tap6 con un

vidrio reloj y se calienta en un bafio de agua hirviente durante 10 minutos, se lavé el vidrio
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reloj con 5 mL de agua caliente uniendo esto al contenido del crisol. La solucién obtenida se
filtr6 a través de un papel filtro libre de cenizas, el residuo se lavé con agua caliente
repetidamente hasta que la solucion filtrada acidulada con &cido nitrico (a la cual se afiadié dos
gotas de nitrato de plata 0.1 mol/L), no indique la presencia de cloruros. El filtrado y el residuo

se desecaron en una estufa a 105°C vy se trasladé al crisol de porcelana utilizado inicialmente.

Se coloco el crisol con la muestra en la mufla a 750°C durante 2 horas. Luego se trasladd a una
estufa a 105 °C durante 15 minutos. Finalmente, el crisol se coloco en el desecador para
enfriarlo hasta temperatura ambiente y se pes6 hasta obtener peso constante; cabe resaltar que
para alcanzar un peso constante los intervalos entre el calentamiento y el pesaje fueron de 30

MINUtoS (Capasso et al., 2011, p. 39).

Para realizar el calculo y poder determinar el porcentaje de cenizas totales de la droga cruda se
lo realiza con la siguiente ecuacion:

_M2-M

T

Donde:

B= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico.
M = masa del crisol vacio (g)

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

M2= masa del crisol con las cenizas insolubles en &cido clorhidrico (g)

2.5.2 Tamizaje fitoquimico

Los ensayos del tamizaje fitoquimico o “screening” permiten identificar los distintos
metabolitos primarios y secundarios presentes en la droga vegetal mediante reacciones de
coloracion o precipitacion y que son de interés fitoquimico. Estos ensayos se caracterizan por
ser sencillas, rapidas y selectivas en la determinacién de los componentes fitoquimicos que
contiene la droga vegetal, utilizando un minimo de recursos instrumentales de laboratorio (Bolzan

etal., 2007, p. 229).
Procedimiento:

Las partes aéreas de la planta (tallos, hojas y flores) seca y molida, se sometieron a extracciones

consecutivas con solventes de polaridad creciente (Bolzan et al., 2007, pp. 230).
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30-50 gMATERIAL VEGETAL

EXTRAER COM 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURAMNTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE
[
FILTRAR
|

EXTRACTO ETERED

Medir wolumen ycalcubr concantracion

RESIDUD SOLIDO
Secar ypesar

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

FILTRAR
|

EXTRACTC ALCOHOLICO

Medr wolumen ycakubr concentracion

RESIDUD SOLIDO
Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PES0O DEL RESIDUQ i
ENVOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
]

ACTO ACLIOSO

Medir wismen ycalcular concentracion

RESIDUD SOUDO
Secar, pesary desechar

Figura 5-2: Protocolo para elaborar los extractos para el tamizaje fitoquimico

Fuente: (Bolzan et al., 2007, p. 236)

Obtenidos cada uno de los extractos se procedid a realizar las diferentes pruebas de
identificacion de metabolitos secundarios siguiéndose los esquemas basados en Las Normas

Ramales de drogas crudas, extractos y tinturas.

EXTRACTO ETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

5'mL 5 mL
ENSAYO DE BALJET
AN PEaa N (LACTONAS ¥ COUTARINAS)

o : 5'mL
ErlgmL (dividir on 3 pordones)  ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOSE STEROIDES)
(ALCALOIDES)

Figura 6-2: Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto etéreo

Fuente: (Miranda, 2006, p. 40)
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ETRACTO ALCOHOLEO

|
DiVDIR E‘{I FRACCIONES

1ml 2mL 2mL 2ml
ENSAYO DE ENSAYODE oh ENSAYO DE nevgor | ENSAYODE ML oA e
CATEQUINAS (AL HEDKSE G ) urg['uq%\,\yqog%[ﬁ G ; i{c o BORNTRAGE R| cararricenos) ENSAYOS DE DRAGENDORFF
% brryretuAds et S = il PURONAL) MAYER Y WAGHER
_NS%% m 2mi CALCALCIOCS )
LRESNAS ENSAYOQ DT 2mL
2l NINHIDRINA ENSAYODE
ENSAYO DE BALET AMNOAOUIS) ANTOCIANIDINA
LACTOMNAS )
2mL
ENSAYO ESPUMA 2ml
CSAGNNATY ENSAYODE
SHINODA
CLAVCIGILCS )

Figura 7-2: Protocolo para realizar el tamizaje fitoquimico de extracto alcohdlico

Fuente: (Miranda, 2006, p. 40)

EXTRACTO ACUOSO
DIVIDIR EN FRACCIONES
I
6 ML en 3 porciones
MUY B o
{ALCALOIDES) %ANL%\I:(AOGEC))ES
2mL
NS AR A Broitan 16200ms
2mL PRINCIPIOS AMARGOS
ENSAY O DE FEHLING
(AZ REDUCTORES)
2mL
ENSAYQ DE CLORURO 2'mL
FERRICO ENSAY O DE ESPUMA
{TANINOS) {SAPONINAS)

Figura 8-2: Protocolo para realizar el tamizaje fitoquimico de extracto acuoso

Fuente: (Miranda, 2006, p. 41)

La metodologia de los ensayos descritos anteriormente para la realizacion del tamizaje

fitoquimico de los diferentes extractos se detallan a continuacion y se basan en las Normas

Ramales de drogas crudas, extractos y tinturas (Bolzan et al., 2007, p. 235).

2.5.2.1 Ensayo de Sudan

Mediante este ensayo se determina la presencia de compuestos grasos, para lo cual se colocé 5

mL del extracto en un tubo de ensayo y se adiciond 1 mL de colorante de Sudan Il o Sudan IV.

Se evapord el solvente en un bafio de agua caliente. Se considera positivo si se observa gotas o

una delgada capa de color rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayo.
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2.5.2.2 Ensayo de Dragendorff

Determina la presencia de alcaloides, para lo cual se tom6 una alicuota del extracto. Si el
solvente del extracto es organico se debe evaporar a sequedad, el residuo se disuelve en 1 mL de
acido clorhidrico al 1% en agua, mientras que, en el extracto acuoso se afiadié una gota de &cido
clorhidrico concentrado. A la solucién acuosa acida se adiciond 3 gotas del reactivo de
Dragendorff. El ensayo se considera positivo cuando existe opalescencia (+), turbidez definida
(++) y precipitado (+++).

2.5.2.3 Ensayo de Mayer

Este ensayo también permite detectar la presencia de alcaloides. Se realizd el mismo
procedimiento anteriormente descrito hasta obtener la solucion acida. Luego, se afiade una pizca
de cloruro de sodio en polvo, se agit6 y se filtr6. Finalmente, se agrega 3 gotas del reactivo de
Mayer. El ensayo se considera positivo cuando existe opalescencia (+), turbidez definida (++) y

precipitado (+++)

Nota: En el caso de alcaloides cuaternarios y/o amino-6xidos libres, solo se observaran en
el extracto acuoso y para confirmar su presencia la reaccion debe ser (++) 6 (+++), en todos
los casos, ya que un resultado (+), puede provenir de una extraccion incompleta de bases

primarias, secundarias o terciarias.

2.5.2.4 Ensayo de Wagner

Este ensayo también identifica la presencia de alcaloides, para realizar este ensayo se procede
de la misma forma hasta obtener la solucion acida. Posteriormente, se afiadio 3 gotas del
reactivo de Wagner. El ensayo se considera positivo cuando se observa opalescencia (+),
turbidez definida (++) y precipitado (+++).
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2.5.2.5 Ensayo de Baljet

Mediante este ensayo se identifica compuestos con agrupamiento lacténico, especialmente
cumarinas. Para este ensayo se tomd una alicuota del extracto, en caso de no estar disuelto en
alcohol se procede a evaporar el solvente en un bafio de agua caliente y el residuo se re-disuelve
en 1 mL de alcohol etilico. Posteriormente, se afiadié 1 mL de reactivo de Baljet. Se considera
positivo cuando aparece una coloracion rojiza (++) o un precipitado rojo (+++) (Capasso et al., 2011,

pp. 21-22).

2.5.2.6 Ensayo de Liebermann-Burchard

Este ensayo permite determinar triterpenos y/o esteroides, ya que ambos compuestos poseen un
nucleo de androstano, por lo general insaturado en el anillo B en la posicién 5 y 6. Para lo cual
se tomo una alicuota del extracto, se evapord a sequedad en un bafio de agua caliente y el
residuo se re-disolvio en 1 mL de cloroformo, se adicioné 1 mL de anhidrido acético y se
mezcl6. Finalmente, se adicion6 cuidadosamente 3 gotas de &cido sulfurico concentrado por las
paredes del tubo de ensayo (sin agitar). Se considera positivo cuando se observa un cambio

rapido de coloracién como se detalla a continuacion:

» Rosado - Azul (muy rapido).
» Verde intenso - visible (aunque rapido).

» Verde oscuro — negro - final de la reaccion (miranda, 2006, p. 42)

2.5.2.7 Ensayo de Catequinas

Para este ensayo se tomo una gota del extracto etan6lico con un capilar y se aplicé sobre papel
filtro y se adiciond una gota de solucion de carbonato de sodio sobre la mancha del extracto en
el papel filtro. El ensayo se considera positivo cuando al observarse el papel filtro en una

camara UV se distingue una mancha verde carmelita.
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2.5.2.8 Ensayo de resinas

Se tomé una alicuota del extracto etanolico y se adiciond 10 mL de agua destilada. El ensayo se

considera positivo cuando se observa la aparicion de precipitado.

2.5.2.9 Ensayo de Fehling

Este ensayo permite reconocer la presencia de azucares reductores en el extracto. Para lo cual se
evaporo el solvente a sequedad (en caso de que este no se encuentra en agua), y se redisolvid el
residuo en 2 mL de agua. Luego, se adicioné 2 mL de reactivo de Fehling y se calent6 la mezcla
en un bafo de agua durante 10 minutos. El ensayo se considera positivo si la solucion se torna

de color rojo o aparece un precipitado rojo (Bolzan et al., 2007, pp. 237-238).

2.5.2.10 Ensayo de la Espuma

Este ensayo identifica a las saponinas tanto esteroidales como triterpénicas. Para lo cual, se
coloca 2 mL del extracto etandlico en un tubo de ensayo, se diluy6 con 5 veces su volumen en
agua, se mezcl6 y se agité durante 10 minutos. Se considera positivo si aparece espuma en la

superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y persiste por un tiempo minimo de 2 minutos.

2.5.2.11 Ensayo de cloruro férrico

Este ensayo permite identificar compuestos fenolicos y taninos. En el extracto etandlico se
determina fenoles y taninos, mientras que, en el extracto acuoso principalmente taninos. Para
realizar este ensayo se tomd una alicuota del extracto y se neutralizé adicionando acetato de
sodio (solo en el extracto acuoso). Posteriormente se afiadié 3 gotas de una solucién de
tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisiologica (solucion de cloruro de sodio 0.9%). El
ensayo es positivo cuando existe un cambio de coloracion e indica la presencia de los siguientes

componentes:
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» Coloracion rojo-vino, compuestos fenolicos en general.
» Coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecélicos.

» Coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

2.5.2.12 Ensayo de Borntrager

Este ensayo detecta la presencia de quinonas en los extractos vegetales. Para este ensayo se
tomo una alicuota del extracto y se evaporo6 en un bafio de agua hasta sequedad, el residuo se re-
disolvié con 1 mL de cloroformo. Se adiciond 1 mL de hidroxido de sodio al 5% en agua. Se
mezclo, agitd, y se dejo en reposo hasta la separacion de las fases. Se considera positivo cuando
en la fase superior (fase acuosa alcalina) toma una coloracion rosada (++) o roja (+++) (Miranda,

20062, pp. 41-42).

2.5.2.13 Ensayo de la Ninhidrina

Este ensayo identifica la presencia de aminoacidos libres/ aminas en general en los extractos
vegetales. Inicialmente, se toma 1mL del extracto en alcohol/ el residuo de la concentracion en
bafio de agua (si el extracto se encuentra en otro solvente organico), se adiciona 2 mL de
la solucion de ninhidrina al 2% en agua. La solucién se calienta por 5-10 minutos en bafio
de agua. El ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color azul-violaceo (capasso et

al., 2011, pp. 22-25).

2.5.2.14 Ensayo de Kedde

Permite identificar la presencia de glicésidos cardiotdnicos en un extracto vegetal. A una
alicuota del extracto etandlico se adiciona 1mL del reactivo de Kedde y se deja en reposo
durante 5-10 minutos. Es positivo cuando se desarrolla una coloracion violacea persistente

durante 1-2 horas. El reactivo de Kedde se prepara de lasiguiente forma:
Solucién 1: Acido 3,5-dinitrobenzéico al 2% en metanol.

Solucion 2: Hidroxido de potasio al 5,7% en agua.
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Las soluciones se mantienen preparadas de forma independiente y se mezclan en proporciones

iguales de volumen de cada una de ellas, en el momento de realizar el ensayo.

2.5.2.15 Ensayo de Antocianidinas

En los extractos vegetales determina la presencia de las estructuras de secuencia Cs-C3-Cs del
grupo de los flavonoides. Se toma una alicuota del extracto etandlico y se calienta por 10
minutos junto con 1mL de &cido clorhidrico concentrado. Se deja enfriar y se adiciona 1mL de
agua y 2mL de alcohol amilico. Se agita y se deja en reposo hasta la separacion de las fases.
Una coloracion de rojo a marron en la fase amilica, es indicativo de un ensayo positivo (Bolzan et

al., 2007, pp. 238- 239).

2.5.2.16 Ensayo de Shinoda

Mediante este ensayo se determina la existencia de flavonoides en el extracto. Para lo cual, se
diluy6 una alicuota del extracto alcohdlico o acuoso en 1 mL de acido clorhidrico concentrado y
un pedacito de cinta de magnesio metalico. Se esper6 5 minutos hasta que finalice la reaccion y
finalmente se adiciondé 1mL de alcohol amilico, se mezcld y se dej6 reposar hasta separar las
fases. Cuando el alcohol amilico se torna de color amarillo, naranja, carmelita o rojo el ensayo

se considera positivo.

2.5.2.17 Ensayo de Mucilagos

Determina la presencia de estructuras de tipo polisacarido que forma un coloide hidréfilo de alto
indice de masa que eleva la densidad del agua con la cual se extrae. Para lo cual, se toma una
alicuota del extracto en agua y se enfria a una temperatura de 0-5°C. Si la solucion presenta una

consistencia gelatinosa se considera positivo para este ensayo.
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2.5.2.18 Ensayo de principios amargos y astringentes

Para este ensayo se toma una 1 gota del extracto acuoso, se saborea y se reconoce el sabor de

cada uno de los principios y diferenciarlos al paladar de forma adecuada (miranda, 2006, pp. 40-41).

2.5.3  Preparacion del extracto hidroalcohdlico de A. conyzoides

La preparacion del extracto se realizé en una proporcién 1:10, para lo cual, se pesé 100 g de la
droga cruda, seca y molida, y se colocé en un frasco ambar. Se adiciond 1 L de etanol al 70 % y
se dejo reposar durante 3 dias. Posteriormente, se filtrd y concentro el extracto a ¥ del volumen
en el rotavapor a 60°C aproximadamente. Finalmente, el extracto se filtrd, congel6 y liofilizé

por un lapso de tiempo pertinente hasta que la muestra quedé libre de agua.

2.5.4 Control de calidad del extracto hidroalcohdlico

El extracto hidroalcoholico filtrado se utilizo para determinar los parametros de calidad que se

realizan por triplicado y se describen a continuacién:

2.5.4.1 Determinacion de las caracteristicas organolépticos

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

Determinacion de olor: Se introduce una tira de papel en el extracto. Se analiz6 si el olor

pertenece a las caracteristicas propias del extracto obtenido.

Determinacion de color: En un tubo de ensayo limpio y seco, se coloc6 una alicuota del extracto

y se definid el color y la transparencia de la muestra.
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2.5.4.2 Determinacion de densidad relativa

La densidad es el producto de la relacion entre la masa y el volumen de la sustancia a ensayar a
25°C. Para determinar la densidad relativa, se procedid a pesar el picnémetro vacio y seco.
Después se llend con el extracto, se dejé en reposo durante 15 minutos a 25 °C y se pesd

adecuadamente. Se repitio el ensayo usando agua destilada a 25°C.

Para calcular la densidad del extracto se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Dy M 00
25 Mz—M

Donde:

D2s: Densidad relativa

Ms: Peso del picnémetro con la muestra en g
Mo: Peso del picnémetro con el agua en g
M: Peso el picnémetro vacio en g

2.5.4.3 indice de refraccion

Se colocd una gota de la muestra sobre el prisma de medicion, se enfoco la luz moviendo el

compensador cromatico hasta obtener la linea de interseccion entre el campo claro y oscuro.

2.5.4.4 Medicion del pH

Se midi6 el pH con ayuda de un pH-metro digital, para lo cual, se ajusté el equipo con la
solucion buffer reguladora. Finalmente, se introdujo el electrodo del equipo en la solucién y se

determind el pH de la muestra.
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2.5.45 Determinacion de solidos totales

Los sdlidos totales es el residuo obtenido de una porcion de muestra cuando es sometida a un
proceso de evaporacion y secado en una estufa. Para este ensayo se coloc6 5 mL del extracto en
una capsula previamente tarada, se evapor6 hasta sequedad en un bafio de agua caliente. La
capsula se transfirié a una estufa a 105°C durante 2 horas. Finalmente, se dejo enfriar en el
desecador y se pesé. El proceso se repite hasta obtener 2 pesos constantes (Capasso et al., 2011,
p. 42).

La cantidad de sélidos totales (ST), se calcul6 en porcentaje utilizando la siguiente formula:

ST—Pr *100
vy

Donde:

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

V= volumen de la porcién de ensayo

2.5.,5 Cuantificacion de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu consiste en una reaccion redox, donde los compuestos fenélicos
interaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, pasando de un color amarillo a un complejo de
color azul intenso. Para llevar a cabo este método se prepar6 soluciones estandar de &cido galico
a 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, se realizd las lecturas en el espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 765 nm, para elaborar la respectiva curva de calibracion. También se prepard una

solucion del extracto (1000 ppm).
Procedimiento:

Se tomd una alicuota de la muestra y las soluciones estandar de acido galico, y se afiadié 15 mL
de agua destilada junto con 1,25 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu. Se dej6 en reposo por 8
minutos, para luego afiadir 3,75 mL de solucién de Na2CO3 al 7,5% y aforar a 25 mL con agua
destilada. Vorterizar por 1 minuto y se dejar reposar 2 horas en completa oscuridad. Las lecturas

se realizan en el espectrofotometro a una longitud de onda de 765nm (Vinueza et al., 2017, p. 2).
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2.5.6 Cuantificacion de flavonoides totales mediante un método colorimétrico

Se preparo soluciones estandar de quercetina a 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, realizar las lecturas en
el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 510 nm, para elaborar la respectiva curva de

calibracion. También se preparé una solucién del extracto (1000 ppm).
Procedimiento:

Se tomé una porcién de la muestra y de las soluciones estandar de quercetina, y se afiadié 4 mL
de agua destilada y 300 pl de nitrito de sodio al 5%. Después de 5 minutos se afiadié 300 pl de
cloruro de aluminio al 10%, se vorterizd por 1 minuto y se dejo reposar 5 minutos en absoluta
oscuridad. Finalmente, se afiade 2 mL de hidréxido de potasio (KOH) 1M, homogenizar y leer

las absorbancias en el espectrofotometro a 510nm (Vinueza et al., 2017, p. 2).

2.5.7 Determinacion de la actividad antioxidante mediante ensayo de eliminacion de
DPPH

Este ensayo se fundamenta en una reaccién de 6xido-reduccién entre el DPPH" y un atomo de
hidrogeno del agente antioxidante (extracto/ estdndar de acido gélico), lo que produce la
reduccion del DPPH™ a DPPH2, originando un cambio de coloracion de parpura a amarillo y una
reducciéon de la absorbancia cuando es medido por espectrofotometria a 517 nm. Para
cuantificar la actividad antioxidante, se prepar6 soluciones de la muestra (extracto) a diferentes
concentraciones (10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm).

Procedimiento:

Se prepar6 una solucién de 250 mL del reactivo DPPH ( se disolvié 5.9 mg de DPPH en
metanol), y se dejo6 reposar por 2 horas en completa oscuridad hasta que el reactivo se estabilice
y presente una absorbancia entre 0.6-0.8. Se colocd 100 pL de la solucién de la muestra en
etanol en un tubo de ensayo y se homogeniza con 3.9 mL de la solucion de DPPH, después se
incuba en un bafio de agua caliente a una temperatura de 37°C por 20 minutos. Finalmente, se

realiza la lectura de la absorbancia a 517 nm (Alhakmani et al., 2014, pp. 657-658).

La inhibicidn de los radicales libres DPPH" en porcentaje se calculd de la siguiente manera:

ABS control-ABS muestra
*10

o=
7 ABS control
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Donde:
% | = porcentaje de inhibicion
ABS control= la absorbancia de la muestra control

ABS muestra= absorbancia del extracto de ensayo

2.5.8 Ensayo antiinflamatorio y citotdxico in vitro

2.5.8.1 Aislamiento de neutrdéfilos

En un tubo de ensayo completamente limpio se colocé 0,5 mL de heparina sédica al 5% y se
procedi6 a extraer sangre venosa y se afiadié 4 mL de MHS y se homogeniza suavemente. En
otro tubo de ensayo se colocd 3mL de Ficoll paque, se afiadié lentamente por las paredes 4 mL
de sangre extraida, se dejé reposar 5 minutos y finalmente centrifugar a 1500 RPM durante 30
minutos. Inmediatamente, se separd los neutréfilos en otro tubo de ensayo, se re-disolvié en
MHS en una proporcion 1:2, para centrifugar nuevamente. Después se desechara el
sobrenadante, se diluyé con 1mL de MHS y gotas de una solucion hipoténica de cloruro de
amonio para centrifugar por dltima vez. Finalmente, se desecha el sobrenadante y el precipitado

se reconstituye con 1 ml de MHS a una concentracion de 107 células/mL (vinuezaetal., 2017, p. 2).

2.5.8.2  Ensayo antiinflamatorio in vitro sobre neutréfilos aislados

Se prepar6 soluciones del extracto liofilizado en Dimetilsulféxido al 5% disuelto en MHS a
diferentes concentraciones (100, 200, 500, 800 y 1000 upg/mL). Se preparé Triton X-100 al
0.1% en solucién modificada de Hank’s. y soluciones de &cido acetilsalicilico a concentraciones
de 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/mL) disueltos en solucién modificada de Hank’s.

Para el ensayo se preparé los siguientes controles:
Control Positivo: Solucion de Dimetilsulfoxido al 5% en MHS.
Control Negativo: Solucion de Triton X-100 0.1% en MHS.

La actividad antiinflamatoria in vitro se determina mezclando 140ul de una suspension de
neutrofilos aislados en MHS (pH 7.4), 10ul WST-1 y 100ul de cada una de las diluciones
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preparadas e incubar a 37 °C durante 30 minutos. Pasado este tiempo se afiade 50 pL de una
solucion de Zymosan A opsonizado que inicia la reaccion, y se incuba nuevamente a 37°C,
durante una hora. Finalmente se lee la absorbancia en un espectrofotometro a 450nm mediante

un lector de microplacas (Choudhary and Jalil, 2005, p. 2349).
Para calcular el porcentaje de inhibicion inflamatoria se empleard la siguiente ecuacion:

100

DMSO

% Inh. Inflamatoria = 100 — (Awm *

Donde:
Aw corresponde a la absorbancia de la muestra

Apwmso a la absorbancia del control.

2.5.8.3 Ensayo de citotoxicidad in vitro sobre neutrofilos aislados

Se prepard soluciones del extracto liofilizado en Dimetilsulfoxido al 5% disuelto en MHS a
diferentes concentraciones (100, 200, 500, 800 y 1000 upg/mL). Se preparé Triton X-100 al
0.1% en solucion modificada de Hank’s. y soluciones de &cido acetilsalicilico a concentraciones
de 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/mL disueltos en solucién modificada de Hank’s.

La actividad antiinflamatoria in vitro se determina mezclando 140ul de una suspension de
neutroéfilos aislados en MHS (pH 7.4), 10ul WST-1 y 100ul de cada una de las diluciones
preparadas e incubar a 37 °C durante 3 horas. Finalmente se lee la absorbancia en un

espectrofotometro a 450nm mediante un lector de microplacas (Berridge et al., 2008, pp. 15-16).
Para calcular el porcentaje de viabilidad celular se empleara la siguiente ecuacion:

Am

% Viabilidad Celular = x* 100

DMSO

Donde:
Aw corresponde a la absorbancia de la muestra

Apwmso a la absorbancia del control.
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CAPITULO 111

3 MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1  Control de calidad de la droga cruda de Ageratum conyzoides L.

Tras realizar el control de calidad por triplicado de la droga cruda se obtuvo los siguientes

resultados:

Tabla 8-3: Resultados de los parametros de calidad de la droga cruda

) Partes aéreas de Limites aceptados
Parametros .
Ageratum conyzoides (%6) por la USP #35
Humedad 12.19+0.04 <14%
Cenizas Totales 11.24 +0.01 <12%

Cenizas Solubles en Agua
(H20)

2.17+0.03 <7%

Cenizas Insolubles en Acido
Clorhidrico (HCI)

1.80 £0.02 <5%

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

El control de calidad define las condiciones 6ptimas de la droga vegetal para ser utilizada, como
se observa en la Tabla 1-3, el contenido de humedad de las partes aéreas (tallo, hojas y flores)
de Ageratum conyzoides fue de 12.19 + 0.04% siendo inferior a los limites establecidos por la
USP 35 que indica que debe ser < 14%. Este valor refleja una adecuada recoleccion, secado,
conservacion y almacenamiento de la droga vegetal, ya que un elevado contenido de humedad
(agua) favorece la proliferacion de bacterias, hongos e insectos. Ademas, induce una rapida

descomposicién e hidrolisis de los compuestos fitoquimicos de la planta.
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En la droga cruda las cenizas totales representan la cantidad de sales minerales e inorgénicas,
entre las cuales se encuentran fosfatos, carbonatos, nitritos, sulfatos, potasio y calcio; que son
los més frecuentes. Al Igual que ciertos &cidos organicos como: malico, oxalico, acético, entre

otros.

La cantidad de cenizas solubles en agua indica el contenido de sales solubles de la muestra;
mientras que, el porcentaje de cenizas insolubles en &cido, indican el contenido de oxalatos o
carbonatos que puede poseer el material vegetal. Cuando los valores para estos parametros son
elevados, se presume de una contaminacién por tierra 0 material extrafio en el momento de la

recoleccion del material vegetal, y que no fue eliminado en el proceso de acondicionamiento.

I+

Los resultados obtenidos para estos parametros de calidad fueron: cenizas totales 11.24
0.01%, cenizas solubles en agua 2.17 + 0.03%, cenizas insolubles en &cido clorhidrico 1.80 +
0.02%. Todos los parametros de calidad cumplen con los requisitos establecidos en la USP #35,
indicando la ausencia de contaminacion por arena, tierra, silices o material extrafio en la droga

cruda.

3.2 Tamizaje Fitoquimico

Para la determinacién cualitativa de los diferentes grupos fitoquimicos, se procedidé con una
extraccion sucesiva de metabolitos de las partes aéreas de A. conyzoides, en solventes de
polaridad creciente (hexano, etanol y agua) permitiendo identificar la presencia de componentes
tanto hidréfilos como lipdfilos. Cada solvente puede extraer componentes fitoquimicos

diferentes en dependencia del solvente utilizado, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 9-3: Resultados obtenidos del Tamizaje Fitoquimico de las partes aéreas (tallo, hojas y

flores) de Ageratum conyzoides.

. Extracto Extracto Extracto
Ensayo Metabolitos ) .
Etéreo Etandlico Acuoso
DRAGENDORFF ++ - +
MAYER Alcaloides + ++ +
WAGNER ++ + ++
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SUDAN Aceites-grasas + NA NA
BALJET Latonas-cumarinas - +++ NA
LIEBERMAN-
BURCHARD Triterpenos y esteroides + + NA
NIHIDRINA Aminodcidos libres 0 Aminas en general NA + NA
BORNTRAGER Quinonas NA ++ NA
KEDDE Glicosidos cardiotonicos NA - NA
ANTOCIANIDINAS Secuencia del grupo de los flavonoides. NA + NA
CATEQUINAS NA + NA
RESINAS NA - NA
SHINODA Flavonoides NA + +
FEHLING Azucares reductores NA + +
CLORURO FERRICO Fenoles-taninos NA + -
ESPUMA Saponinas NA - -
MUCILAGOS Polisacéridos NA NA +
PRINCIPIOS
AMARGOS NA NA )

(N/A) No aplica, (-) Ausencia, (+) Presencia, (++) Moderado, (+++) Abundante

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

En la tabla 2-3, se observan los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico de las diferentes
extracciones. En el extracto etéreo se identifico la presencia de compuestos grasos, alcaloides,
triterpenos y esteroides; debido a un resultado positivo en los ensayos de Sudan, Dragendorff,
Mayer, Wagner y Lieberman-Burchard. En el extracto etandlico se determind la presencia de
alcaloides, cumarinas, amino&cidos, triterpenos, esteroides, quinonas, catequinas, fenoles,
taninos, flavonoides y azlcares reductores; por tal motivo mostr6 resultados positivos en las

pruebas de Mayer, Wagner, Baljet, Nihidrina, Lieberman-Burchard, Borntrager, Catequinas,
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Cloruro Férrico, Antocianidinas, Shinoda y Fehling respectivamente; en este extracto, se pudo
determinar la presencia dominante de compuestos fenolicos, flavonoides, y de azucares, ya que
los resultados para los ensayos de Cloruro férrico, Shinoda y Fehling, respectivamente.
Finalmente, en los ensayos del extracto acuoso se encontrd alcaloides, polisacaridos,
flavonoides y azucares reductores; identificados por los ensayos de Dragendorff, Mayer,
Wagner, Mucilagos, Shinoda y Fehling. Los alcaloides y flavonoides y azucares reductores
presentan dominancia en los diferentes extractos de la droga cruda.

En un estudio relizado por Stevenson (2017, pp. 2-4) de la planta A. conyzoides, se identificé una
diversidad de grupos fitoquimicos con actividad biolégica tales como glucésido cianogénicos,
monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos, esteroles, fenoles y flavonoides; los mismos que
coinciden con los resultados obtenidos en la tabla 2-3. En otro estudio, Okunade (2010, p. 4) aislé
e identificé alrededor de 21 flavonoides polioxigenados, 14 flavonas polimetoxiladas (derivados
de tricina y 3, 4, 5-flavonas oxigenadas, sustancia quimica rara en los productos naturales) y
otros como la 5-metoxinobiletina, linderoflavona B, quercetina, eupalestina entre otros. En un
estudio botanico sobre A. conyzoides se determiné la presencia de los mismo componentes
fitoquimicos encontrandose en mayor proporcion los triterpenos y compuestos fenolicos,

seguidos de grasas, ceras, taninos, cumarinas flavonoides y alcaloides (shailajan et al., 2013, p. 141).

3.3 Control de calidad del extracto hidroalcohélico

Se preparo el extracto hidroalcohélico (70%) de las partes aéreas de A. conyzoides y se procedid

a determinar los diferentes parametros de calidad.

Tabla 10-3: Control de calidad de las partes aéreas de

A. conyzoides L.

Parametros de calidad Resultados
Aspecto Turbio
Color Café intenso

Caracteristicas

Organolépticas -
Olor Caracteristico

Sabor Amargo
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pH 5.86 +0.02

. Densidad 0.92+0.01
Caracteristicas

Fisico-Quimicas o B
Indice de Refraccion 1.367+0.01

Solidos Totales 1.54 +0.01

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

Dentro del control de calidad del extracto tenemos el analisis de las caracteristicas
organolépticas, aspecto turbio, color café intenso, olor caracteristico y sabor amargo; todas estas
son caracteristicas propias de la planta y solvente utilizado. El pH del extracto hidroalcohdlico
de la droga fue de 5.86 + 0.02; un valor ligeramente lo que indica la presencia de componentes
de &cidos debiles. La densidad relativa fue de 0.92 + 0.01 que al realizar una comparacion con la
densidad inicial del etanol al 70% (0.68) se denota un incremento significativo asumiendo una

buena extraccidn de componentes fitoquimicos solubles.

El indice de refraccion fue de 1.367+ 0.01; superior al indice de refraccién del agua que es de 1,
lo que demuestra la presencia de metabolitos secundarios, especialmente azlcares capaces de
disolverse con facilidad en el extracto. Finalmente, el porcentaje de sélidos totales del extracto
es de 1.54 £0.01; que indica una extraccion eficiente de metabolitos secundarios. Ademas,
sobrepasa el porcentaje minimo (no debe ser menor a 1.20%), valor establecido por la Real

Farmacopea Espafiola.

3.4 Cuantificacion de fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales del extracto se utilizo el método colorimétrico de Folin
— Ciocalteu, con el cual se elabord una curva de calibracién con soluciones estandar de acido
galico a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm; presentando la siguiente ecuacion de la
recta: A=0.0014C + 0.0144 y un coeficiente de correlacion de R2 = 0.9997.
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CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO
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Grafico 1-3: Curva de calibracion de acido galico.

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

Para obtener la concentracion de los fenoles totales, se interpol6 el valor de la absorbancia de la
muestra con la curva de calibracion del &cido galico (Grafico 1-3), obteniendo los siguientes

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

Tabla 11-3: Cuantificacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

. - Fenoles totales expresados como mg
Extracto hidroalcohdlico . o . i
o ] equivalentes de 4cido gélico por g de Porcentaje
liofilizado de A. conyzoides Lo
extracto liofilizado

1000 pg/mL en etanol al 70% 241.33+7.64 24.13+0.76

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

En la tabla 4-3 nos indica que la concentracién de fenoles totales es de 241.33+7.64 expresados
como mg equivalentes de acido galico por g de extracto liofilizado de la parte aérea de A.
conyzoides, es decir, que los fenoles totales representan el 24.13% +0.76 del extracto liofilizado,
un valor elevado que se relaciona con la posible actividad antiinflamatoria de la planta. Sin
embargo, no existen datos bibliograficos de la cuantificacion de fenoles totales de esta especie

vegetal, para realizar una comparacion con los resultados obtenidos.
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3.5 Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides totales del extracto se utilizo el método colorimétrico de
tricloruro de aluminio (AICIs), con el cual se elabord una curva de calibracion con soluciones
estandar de quercetina a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm; presentando la siguiente
ecuacion de la recta A= 0.0014C + 0.0144 y un coeficiente de correlacion de R2=0.9997.

CURVA DE CALIBRACION DE QUERCETINA

0,2
<
O 0,15
Z
<
g 0,1
g y =0,0014x + 0,0144
g 0,05 R?=0,9997
<
0

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

Gréfico 2-3: Curva de calibracién de quercetina.

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

Para obtener la concentracion de los flavonoides totales, se interpol6 el valor de la absorbancia
de la muestra con la curva de calibracion de quercetina (Grafico 2-3), obteniendo los siguientes

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

Tabla 12-3: Cuantificacion de flavonoides totales por el método de tricloruro de aluminio.

) . Flavonoidess totales expresados como mg
Extracto hidroalcohoélico

o . equivalentes de quercetina/ g de extracto Porcentaje
liofilizado de A. conyzoides o
liofilizado
1000 pg/mL en etanol al 70% 61.38+0.82 6.14+0.08

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

En la tabla 5-3 nos muestra la concentracion de fenoles totales que es de 61.38+0.82 expresados
como mg equivalentes de quercetina por g de extracto liofilizado de la parte aérea de A.

conyzoides, es decir, que los flavonoides totales representan el 6.14 +0.08% del extracto
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liofilizado, un valor relativamente bajo pero que se relaciona con la posible actividad
antiinflamatoria de la planta. Sin embargo, no existen datos bibliogréaficos de la cuantificacion
de flavonoides totales de esta especie vegetal y ninguna otra de este género, para realizar una
comparacion con los resultados obtenidos. Sin embargo, existen estudios de algunas especies de
esta familia las cuales demuestran un alto porcentaje de flavonoides que varia entre 40 y 60 %
tales como Bidens andicola, Baccharis genistelloides, Gnaphalium americanum y Sigesbeckia

serrata.

En un estudio de identificacion de flavonoides en un extracto seco de la parte aérea de este
espécimen nos indica la presencia de flavonoides metoxylados. Sin embargo, por las
caracteristicas fisico quimicas de este tipo en particular de estos flavonoides (elevada

volatilidad) los fenoles se encuentra en mayor cantidad (Nour et al., 2010, pp. 128-129).

3.6 Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante se evalu6 por el método DPPH- el cual determiné la capacidad de
eliminacion de radicales libres del extracto hidroalcohdlico de A. conyzoides a diferentes

concentraciones y asi obtener la concentracion inhibitoria media (ICso) del extracto.

Tabla 13-3: Resultados de la actividad antioxidante

del extracto liofilizado.

Concentracién  del | Actividad antioxidante, (% de
extracto, (pg/mL) Eliminacion de Radicales)
10 5.56
20 5.82
50 6.08
100 6.86
200 9.18
500 16.17
1000 21.09

Elaborado por: Dennis Alvarez,2018.
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
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Grafico 3-3: Actividad antioxidante a diferentes concentraciones del extracto
liofilizado.

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018.

Shem-Tov et al. (2012, p.303) concluye que el potencial antioxidante se debe principalmente a la
capacidad de eliminar la formacion de radicales libres y donar atomos de hidrégeno. Los
resultados obtenidos en la evaluacién de la actividad antioxidante, demuestran baja capacidad
de captacion de radicales libres de DPPH-" debido a la baja cantidad de flavonoides presentes en
el extracto. No se pudo determinar la ICso ya que el porcentaje de eliminacion de radicales no
supera ni el 30% (Gréafico 3-3). No existen investigaciones con las que se puedan comparar los
resultados obtenidos.

3.7 Actividad antiinflamatoria in vitro

La determinacion de la actividad anti-inflamatoria in vitro del extracto hidroalcohdlico
liofilizado, se llevo a cabo mediante el método colorimétrico descrito por Tan y Berridge, el
cual, mide la reduccion de las sales de tetrazolio (WST-1) a formazan por espectrofotometria, en
presencia de neutrdfilos aislados. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion

inflamatoria.
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Tabla 14-3: Porcentaje de inhibicion inflamatoria del extracto y del

acido acetilsalicilico.

Extracto Liofilizado de A. conyzoides Acido Acetilsalicilico
Concentracion, Inhibicidn Concentracion, Inhibicion
(ng/mL) Inflamatoria, (%) (ng/mL) Inflamatoria, (%)
1000 88.03+0.11 200 72.89+2.77
800 37.67+2.97 100 41.88+0.55
500 24.42+1.82 50 25.11+1.77
200 18.64+1.43 25 12.23+2.26
100 11.49+2.57 12,5 6.07+£1.99
Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018
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Gréfico 4-3: Representacion gréafica del porcentaje de Inhibicion Inflamatoria del

extracto liofilizado y el &cido acetilsalicilico a diferentes concentraciones.

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018
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ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA de A. conyzoides
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Grafico 5-3: Curva de concentracion inhibitoria media del extracto hidroalcohdlico

liofilizado de A. conyzoides de la actividad anti-inflamatoria

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

En el Gréfico 4-3 se observa una comparacion del porcentaje de inhibicion inflamatoria entre
los resultados obtenidos del extracto liofilizado de A. conyzoides y del acido acetilsalicilico,
mostrando una leve superioridad en la actividad anti-inflamatoria del extracto respecto al &cido
acetilsalicilico. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que las concentraciones utilizadas del

extracto son superiores al acido acetilsalicilico.

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente por un disefio completamente aleatorio con
el programa estadistico SPSS 23, aplicando el test ANOVA de un factor, para determinar si
existen diferencias significativas entre el porcentaje de inhibicion inflamatoria y las
concentraciones del extracto utilizadas. Inicialmente, se aplicé el Test de Kolmogorov-Smirnov
0 Shapiro-Wilk y la Prueba de Levene, para verificar si los datos cumplen con los dos supuestos
fundamentales de la estadistica paramétrica, distribucién normal y homogeneidad de varianzas,

respectivamente.

Para el test de Kolmogorov Smirnov y Shapiro-Wilk, se obtuvo un nivel de significaciéon de
p>0.05 como se indica en el Gréafico 11. Por lo cual, se acepta la hipétesis nula (Ho: pl=p2=p3=
pd) que afirma que no existe diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion
inflamatoria en todos los casos, demostrando que los datos presentan una distribucién normal.

El test de Levene presenta un nivel de significancia mayor a 0.05 (Gréafico 2I), que indica que
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no existen diferencias significativas entre los grupos dentro de esta investigacion, es decir,

poseen una varianza equivalente o similar.

Al cumplir con el test de Normalidad y Homogeneidad de varianzas, se analiza los datos con el
test ANOVA de un factor, en el Grafico 31, nos muestra un p valor de cero, por ende se rechazé
la hipétesis nula (Ho: pl=p2=p3= p4) y se acepto la hipotesis alternativa (H1= pl#p2#u3+#
u4), que postula que si existe diferencias significativas entre los grupos (% de inhibicién
inflamatoria y la concentracion). Finalmente, se procesaron los datos con el test de Tukey como
se observa en el Gréfico 41 de comparaciones multiples, mostrando un nivel de significancia
menor a 0.05 para todos los casos. Esto significa que el porcentaje de inhibicion inflamatoria es

diferente para cada concentracidn al igual que la sustancia de referencia (&cido acetilsalicilico).

En la tabla 7-3 se observa que el mayor porcentaje de inhibicion inflamatoria es de 72.89+2.77
para el acido acetilsalicilico (sustancia de referencia) y 88.03+0.11 para el extracto liofilizado
de A. conyzoides que se presenta a concentraciones de 200 pg/mL y 1000 pg/mL
respectivamente. Al comparar estos datos se observa que el extracto liofilizado presenta mayor
actividad anti-inflamatoria debido a su elevada concentracién aunque también influye la

presencia de varios grupos fitoquimicos que acttian en completo sinergismo.

En el Gréafico 5-3 se muestra la Curva de concentracion inhibitoria media del extracto
hidroalcohdlico liofilizado para la actividad anti-inflamatoria, con una IC50 de 672.23 pg/mL;
concentracion del extracto requerido para inhibir el 50% de la inflamacion. Por lo tanto este

extracto requiere concentraciones altas para generar una buena actividad antiinflamatoria.

3.8 Citotoxicidad in vitro

La determinacion de la actividad citotdxica in vitro, se realiz6 mediante el método colorimétrico
descrito por Tan y Berridge, el cual, mide la reduccién de las sales de tetrazolio (WST-1) a
formazan por espectrofotometria, especificamente la deteccion de células viables (neutréfilos
metabolicamente activos). Los resultados se expresan como porcentaje de viabilidad celular,

gue se indican en la tabla.
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Tabla 15-3: Porcentaje de viabilidad celular del extracto y del &cido acetilsalicilico.

Extracto Liofilizado de A. conyzoides Acido Acetilsalicilico
Concentracion, Viabilidad celular, Concentracion, Viabilidad celular,
(Hg/mL) (%) (g/mL) (%)
1000 51.89+1.56 200 40.93+2.01
800 61.76x1.79 100 67.07+1.55
500 77.67+2.74 50 87.34+0.78
200 92.11+0.67 25 98.10+0.91
100 99.98+0.71 12,5 99.45+0.69

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018
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Gréfico 6-3: Representacion grafica de la viabilidad celular del extracto liofilizado

y el &cido acetilsalicilico a diferentes concentraciones.

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018
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Grafico 7-3: Curva de la concentracion letal media del extracto hidroalcohélico

liofilizado de A. conyzoides de la actividad citotdxica.

Elaborado por: Dennis Alvarez, 2018

En el Gréfico 5-3 se observa una comparacién de la viabilidad celular entre los resultados
obtenidos del extracto liofilizado de A. conyzoides y del acido acetilsalicilico, donde se observa
una marcada superioridad en la viabilidad celular del extracto respecto al acido acetilsalicilico.
A pesar de que el extracto presenta concentraciones elevadas con respecto al 4&cido

acetilsalicilico.

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente por un disefio completamente aleatorio con
el programa estadistico SPSS 23, aplicando el test ANOVA de un factor, para determinar si
existen diferencias significativas entre el porcentaje de viabilidad celular y las concentraciones
del extracto utilizadas. Inicialmente, se aplicd el Test de Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-Wilk
y la Prueba de Levene, para verificar si los datos cumplen con los dos supuestos fundamentales
de la estadistica paramétrica, distribuciéon normal y homogeneidad de varianzas,

respectivamente.

Para el test de Kolmogorov Smirnov y Shapiro-Wilk, se obtuvo un nivel de significacién de
p>0.05 como se indica en el Gréfico 1J. Por lo cual, se acepta la hip6tesis nula (Ho: pl=p2=pu3=
u4) que afirma que no existe diferencias significativas en el porcentaje viabilidad celular en
todos los casos, demostrando que los datos presentan una distribucién normal. El test de Levene
presenta un nivel de significancia mayor a 0.05 (Gréafico 2J), que indica que no existen
diferencias significativas entre los grupos dentro de esta investigacion, es decir, poseen una

varianza equivalente o similar.
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Al cumplir con el test de Normalidad y Homogeneidad de varianzas, se analiza los datos con el
test ANOVA de un factor, en el Grafico 3J nos muestra un p valor de cero, por ende se rechazd
la hipétesis nula y se aceptd la hipétesis alternativa, que postula que si existe diferencias
significativas entre los grupos (% de viabilidad celular y la concentracion). Finalmente, se
procesaron los datos con el test de Tukey como se observa en el Gréfico 4J de comparaciones
multiples, mostrando un nivel de significancia menor a 0.05 para todos los casos. Esto significa
que el porcentaje de viabilidad celular es diferente para cada concentracion al igual que el acido
acetilsalicilico.

En la tabla 8-3 se observa que el menor porcentaje de viabilidad celular es de 40.93+2.01 para el
acido acetilsalicilico (sustancia de referencia) y 51.89+1.56 para el extracto liofilizado de A.
conyzoides que se presenta a concentraciones de 200 pg/mL y 1000 pg/mL respectivamente. Al
comparar estos datos se observa que el extracto liofilizado presenta menor citotoxicidad, a pesar
de presentar una elevada concentracion en comparacion con el acido acetilsalicilico, ya que los

grupos fitogquimicos no causan dafio celular (menores efectos adversos).

En el Gréfico 7-3 que nos indica la concentracion necesaria para alcanzar el 50% (LC50) de la
viabilidad celular en este ensayo, la cual es de 1412.99 pug/mL, que indica que se requiere de
concentraciones muy elevadas para provocar dafios. No existen estudios realizados sobre la
actividad antiinflamatoria y citotdxica de esta especie con los cuales se puedan comparar los
resultados obtenidos en esta investigacion. Sin embargo existen estudios realizados en géneros
de la misma familia, mostrandonos resultados superiores a la de A. conyzoides en cada una de

estas actividades.
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CONCLUSIONES

e Tras realizar el control de calidad de la droga cruda y del extracto hidroalcohdlico se
determind que todos los parametros se encuentran dentro del limite establecido por la Real
Farmacopea Espafiola (USP 35), con lo cual se garantiza uniformidad en los resultados de la
investigacion. En el tamizaje fitoquimico se define la presencia de alcaloides, cumarinas,
compuestos fendlicos, taninos, flavonoides y azlcares reductores como metabolitos
secundarios representativos de la parte aéreas de A. conyzoides. Adicionalmente, en los
extractos etanolico y acuoso se detecto la presencia de catequinas, aminoacidos, quinonas y
mucilagos, mientras que en el extracto etéreo se identific6 compuestos grasos y alcaloides.

e En la cuantificacion espectrofotométrica de los fenoles y flavonoides totales, se obtuvieron
valores de 241.33+7.64 mg Eq de &cido galico/g del extracto hidroalcohdlico liofilizado,
una elevada cantidad de fenoles presentes en el extracto (24.13%) con respecto a otras
especies de la familia Asteraceae y 61.38+0.82 mg Eqg Quercetina/g del extracto
hidroalcohdlico liofilizado, representando el 6.14% del extracto liofilizado.

e Se demostrd que el extracto presenta una baja capacidad de eliminacion de radicales libres
de DPPH (actividad antioxidante), ya que a la maxima concentracién (1000 pg/mL) se
observa una capacidad de eliminacion de radicales del 21.09%. Esto podria ocurrir por las
condiciones ambientales a las cuales la planta estaba expuesta antes de su recoleccion, ya
que es un factor importante en la sintesis de los componentes quimicos responsables de la
actividad antioxidante.

e Se evalud6 la capacidad anti-inflamatoria y citotdxica del extracto hidroalcohdlico de A.
conyzoides a diferentes concentraciones, presentando un alto porcentaje de inhibicion
inflamatoria (88.03%) a una concentracion de 1000 pg/mL del extracto, siendo superior a la
concentracion de 200 pg/mL del &cido acetilsalicilico. El porcentaje de inhibicion
inflamatoria para el extracto fluctGa entre 11-88% y para el acido acetilsalicilico oscila
entre 6-73%. Mientras que, en términos de viabilidad celular el extracto presenta una baja
citotoxicidad a sus diferentes concentraciones respecto del &cido acetilsalicilico. La
viabilidad celular del extracto varia entre 51.89-99.98% frente al acido acetilsalicilico que
oscila entre 40.93-99.45%. Se ha demostrado que la actividad anti-inflamatoria y citotoxica
del extracto hidroalcohdlico de A. conyzoides es ligeramente superior al acido
acetilsalicilico, aunque no es superior a la accién farmacoldgica de otras especies (Bidens

andicola, Arnica montana, Baccharis genistelloides, entre otros) de la misma familia
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda para futuros trabajos de investigacion determinar los componentes
responsables de la actividad antiinflamatoria y aislar dichos compuestos de esta especie
vegetal mediante técnicas cromatogréaficas.

e Se recomienda evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro e in vivo de extractos de
diferente polaridad.

e Se recomienda evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro de las hojas de esta planta por
los antecedentes etnofarmacolégicos encontrados en bibliografia.

e Serecomienda realizar un estudio de la actividad antimicrobiana in vitro como in vivo de la
parte aérea de A. conyzoides debido a los antecedentes que presenta esta planta.

e Se recomienda evaluar la actividad ansiolitica in vivo de esta planta, que presenta una

moderada cantidad de alcaloides.
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ANEXOS

Anexo A. Preparacion del material vegetal (Ageratum conyzoides)

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

Anexo B. Determinacion de los parametros del control de calidad de la droga cruda

Gréfico 1B. Contenido de Humedad Gréfico 2B. Cenizas Totales

Gréfico 3B. Cenizas Solubles en agua Gréfico 4B. Cenizas Insolubles en HCI



Anexo C. Tamizaje fitoquimico de las diferentes extracciones de la droga cruda

Grafico 1C. Extracto etéreo Grafico 2C. Extracto etanolico Grafico 3C. Extracto acuoso

Gréfico 4C. Tamizaje fitoquimico del Gréfico 5C. Tamizaje fitoquimico del

extracto etanodlico extracto etéreo. .

Graéfico 6C. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso.



Anexo D. Control de calidad del extracto

Grafico 1D. Determinacion del pH Grafico 2D. Determinacion de la densidad relativa

Gréfico 3D. Indice de refraccion Gréfico 4D. Determinacion de sélidos totales.

Anexo E. Preparacion del extracto hidroalcohdlico liofilizado de A. conyzoides

Gréfico 1E. Concentracién Gréfico 2E. Liofilizacion  Graéfico 3E. Extracto liofilizado



Anexo F. Actividad Antioxidante in vitro del extracto liofilizado a diferentes concentraciones

Anexo G. Aislamiento de neutréfilos de la sangre

Anexo H. Ensayo de la actividad anti-inflamatoria (Grafico 1H) y citotoxica (Grafico 2H) in

vitro.

Grafico 1H. Grafico 2H.

Anexo |. Analisis estadistico de la actividad anti-inflamatoria del extracto liofilizado.



INHIBICION

INFLAMATORIA

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
CONCENTRACIONES

Estadistico | gl | Sig. | Estadistico | GI | Sig.
1000 311 6 | .072 797 6 |.055
800 .281 6 | .151 .861 6 |.192
500 .148 6 |.200" .967 6 |.870
200 176 6 |.200" .959 6 |.810
100 152 6 |.200" .985 6 |.974

Grafico 11. Test de normalidad

Prueba de Levene de calidad de

varianzas
F Sig.
INHIBICION INFLAMATORIA |Se asumen varianzas iguales .033 .856
Gréfico 21. Test de Homogeneidad de varianzas
ANOVA de un factor
INHIBICION_INFLAMATORIA
Suma de
cuadrados Gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 11240.133 4 2810.033 676.011 .000
Dentro de grupos 41.568 10 4.157
Total 11281.701 14

Gréfico 31. Test ANOVA de un factor




Comparaciones maltiples/ Variable dependiente: INHIBICION_INFLAMATORIA

Diferencia de

() CONC | (J) CONC . Error estandar Sig. Limite inferior | Limite superior
medias (I-J)
800 50,36039" 1,66469 ,000 44,8818 55,8390
500 63,61276" 1,66469 ,000 58,1341 69,0914
1000
200 69,39749" 1,66469 ,000 63,9189 74,8761
100 76,54578" 1,66469 ,000 71,0671 82,0244
1000 -50,36039" 1,66469 ,000 -55,8390 -44,8818
500 13,25237" 1,66469 ,000 7,7737 18,7310
800
200 19,03710" 1,66469 ,000 13,5585 24,5157
100 26,18539" 1,66469 ,000 20,7068 31,6640
1000 -63,61276" 1,66469 ,000 -69,0914 -58,1341
800 -13,25237" 1,66469 ,000 -18,7310 -7,7737
HSD Tukey 500
200 5,78473" 1,66469 ,038 ,3061 11,2634
100 12,93302" 1,66469 ,000 7,4544 18,4116
1000 -69,39749" 1,66469 ,000 -74,8761 -63,9189
800 -19,03710" 1,66469 ,000 -24,5157 -13,5585
200
500 -5,78473" 1,66469 ,038 -11,2634 -,3061
100 7,14828" 1,66469 ,011 1,6697 12,6269
1000 -76,54578" 1,66469 ,000 -82,0244 -71,0671
800 -26,18539" 1,66469 ,000 -31,6640 -20,7068
100
500 -12,93302" 1,66469 ,000 -18,4116 -7,4544
200 -7,14828" 1,66469 ,011 -12,6269 -1,6697

Graéfico 41. Test de Tukey




Anexo J. Andlisis estadistico de la actividad citotoxica del extracto liofilizado

VIABILIDAD
CELULAR

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
CONCENTRACIONES

Estadistico| gl | Sig. |Estadistico| gl | Sig.
1000 .230 6 [.2007| .883 6 |.285
800 147 6 |.200°| .961 6 |.826
500 .261 6 [.2007| .833 6 |.114
200 261 6 |.200°| .837 6 |.123
100 177 6 |.200°| .973 6 |.909

Gréfico 1J. Test de Normalidad

Prueba de Levene de calidad de varianzas

F Sig.
Se asumen varianzas
VIABILIDAD CELULAR ) 1.020 321
iguales
Gréfico 2J. Test de Homogeneidad de varianzas
ANOVA de un factor: VIABILIDAD_CELULAR
Suma de Media )
Gl . Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 4857.230 4 1214.307 431.005 .000
Dentro de grupos 28.174 10 2.817
Total 4885.403 14

Grafico 3J. Test ANOVA de un factor




Comparaciones multiples/ Variable dependiente: VIABILIDAD_CELULAR

Diferencia de

(I) CONC | (J) CONC . Error estandar Sig. Limite inferior | Limite superior
medias (1-J)
800 -9,87667" 1,37050 ,000 -14,3871 -5,3663
500 -25,78741" 1,37050 ,000 -30,2978 -21,2770
1000
200 -40,22000" 1,37050 ,000 -44,7304 -35,7096
100 -48,09333" 1,37050 ,000 -52,6037 -43,5829
1000 9,87667" 1,37050 ,000 5,3663 14,3871
500 -15,91075 1,37050 ,000 -20,4212 -11,4003
800
200 -30,34333" 1,37050 ,000 -34,8537 -25,8329
100 -38,21667" 1,37050 ,000 -42,7271 -33,7063
1000 25,78741" 1,37050 ,000 21,2770 30,2978
800 15,91075" 1,37050 ,000 11,4003 20,4212
HSD Tukey 500
200 -14,43259" 1,37050 ,000 -18,9430 -9,9222
100 -22,30592" 1,37050 ,000 -26,8163 -17,7955
1000 40,22000" 1,37050 ,000 35,7096 44,7304
800 30,34333" 1,37050 ,000 25,8329 34,8537
200
500 14,43259" 1,37050 ,000 9,9222 18,9430
100 -7,87333" 1,37050 ,001 -12,3837 -3,3629
1000 48,09333" 1,37050 ,000 43,5829 52,6037
800 38,21667" 1,37050 ,000 33,7063 42,7271
100
500 22,30592" 1,37050 ,000 17,7955 26,8163
200 7,87333" 1,37050 ,001 3,3629 12,3837

Graéfico 4J. Test de Tukey




Anexo K. Permiso de investigacion

g SECRETARIA GENERAL

s {4 SEP 2018

[;nm-uo.n del pPriie

S\ mecistRo . €36F ~
B, ) " P2 NSTERO DEL AMBIENTE B ===

CONTRATO MARCO DE ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS DEL
PROGRAMA DE INVESTIGACION CIENTIFICA DENOMINADO: “ESTUDIO DE
LA BIODIVERSIDAD EN EL ECUADOR, ECOLOGIA, CONSERVACION ¥ SU
POTENCIAL USO SOSTENIBLE" CELEBRADO ENTRE EL MINISTERIO DEL
AMBIENTE, A TRAVES DE LA SUBSECRETARIA DE PATRIMONIO NATURAL Y
LA ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO.

MAE-DNB-CM-2018-0086

COMPARECIENTES:

A la suscripcidn del presente Contrato Marco de Acceso a los Recursos Genéticos del
Programa de Investigacion Cientifica Denominado: “ESTUDIO DE I.A BIODIVERSIDAD
EN EL ECUADOR, ECOLOGIA, CONSERVACION Y SU POTENCIAL USO
SOSTENIBLE” comparecen, por una parte el MINISTERIO DEL AMBIENTE, a través de la
Subsecretaria de Patrimonio Natural, legalmente representado por ¢l LCDO. LOPEZ MORA
ALFREDO DANILO, en su calidad de Subsecretario de Patrimonio Nztural, conforme se desprende
de la Accién de Personal Nro. 0945 de 02 de mayo de 2018, delegado de la maxima autoridad
mediante Acuerdo Ministerial Nro. 024 de 09 de marzo de 2016, publicado en ¢l Registro Oficial
Nro. 725 de 04 de abril de 2016, a quien en adelante se le denominarda “MAE"; v, por otra parte,
la ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO, debidamente representada
porel Ing. BYRON ERNESTO VACA BARAHONA PhD., en su calidad de Rector, conforme
consta del certificado emitido por el Ab. Carlos de la Cadena, Secretario General, documento
que se agrega como habilitante y a quien en adelante se denomina “ESPOCH™.

Las partes convienen en celebrar, el presente Contrato Marco de Acceso a los Recursos
Genéticos respecto de la solicitud del programa de investigacién cientifica denominado
“ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD EN EL ECUADOR, ECOLOGIA, CONSERVACION
Y SU POTENCIAL USO SOSTENIBLE?” contenido y estipulado en las siguientes clausulas:

PRIMERA. ANTECEDENTES.-

1. La Constitucién de la Reptiblica del Ecuador, en los articulos 3 numeral 7 establece que son
deberes primordiales del Estado “(...)7. Proteger el patrimonio natural y cultural del pais.
(...)" v 83 numerales 6 y 13 establece como deberes y responsabilidades de las ecuatorianas
y los ecuatorianos “(...) 6. Respetar los derechos de la naturaleza, preservar un ambiente
sano y utilizar los recursos naturales de modo racional, sustentable y sostenible (...) 13.
Conservar el patrimonio cultural y natural del pais, y cwidar y mantener los bienes

publicos (...)";
2. El articulo 14 de la Norma Suprema determina que: "...Se reconoce el derecho de l%, ‘

Calle Madrid 1159 y Andslucia Cédigo Postal: 170517 / Quito — Ecuador. Teléfono: 593-2 398-7600



Anexo L. Permiso de movilizacion

AMBIENTE

GUIA DE MOVILIZACION INTERNA DE ESPECIMENES DE FLORA SILVESTRE
Nro: 023-2018-UPN-VS-DPAL-MAE

Fecha de emision: 05 de octubre de 2018
Fecha de movilizacion: 08 de octubre de 2018 Valido hasta: 10 de octubre de 2018

La Diweccion Provincial del Ambiente de Loja, autonza a Dennis Alvarez con Cl Nro,
0604693871 y a Ebelin Inca con Cl. Nro. 06504122234, para que movilice desde &l sitio La Argelia
. parroquia Punzara. cantdn y provincia de Loja. muestras de flora silvestre. hasta el Harbarno
debESPOCHubcadoenlaavemdaﬂdemvembreyCWRampmmah
parroquia Lizarzaburu canton Riobamba provincia de Chimborazo. Basado en el contrato Marco
MAE-DNB-CM-2018-0086.

La movilizacion se realizara en transporte terrestre: Publico. como equipaje
El dia 09 de octubre del 2018.

Ve e ol USTA s l
NOMSRE | NOWRRE OEwCA cx usTA D cousTy [EETE S WA R
L omogy | Famus | CERTECO [ COMUN | MPREOUCIA | OES | A0UA oy | EEDAO0R | TR L] im
AQeruts> Faa
Sodores Eruwrnicy X X 2 lm_&a
- = X | Funde =
Fama ’
Frrgce | Rougaie s
Frotames lwe | L x X | Mt panticn |
TOTAL | 4 | ]

Observaciones:
Las muestras permanecersn bajo [a responsabilidad del BOF. Diego Vinueza Tapia Docente

Investigador de I3 Escuela Politécnica de Chimborazo, quien consta como responsable del
Proyecto en el Contrato Marco, hasta gue ia Autoridad Ambiental disponga o pertinente,

Beh'm{m iy e ~ Srfa. Ebelin Inca

ZONA 7 LOJA -EL ORO- ZAMORA Cl. 0604122234
CHINCHIPE (Subrogante)

» Elaborado por: Blga. Guadalupe Calle



