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RESUMEN

La subutilizacion que existen de las plantas medicinales en el Ecuador ha conllevado a
buscar nuevas alternativas para la obtencién de principios activos mediante procesos
tecnificados y con el empleo de plantas endémicas del Ecuador. El objetivo de la
investigacion fue la evaluacion de los principios activos presentes en los extractos
vegetales de Chuquiragua en distintas actividades bioldgicas in vitro. Los extractos se
obtuvieron a partir de las hojas y flores mediante un proceso de maceracion con 2 tipos
de solventes: agua y etanol. El proceso de secado por aspersion de los extractos
permitié obtener un polvo compacto. Las actividades bioldgicas se evaluaron mediante
métodos in vitro, la actividad antiinflamatoria mediante el método de estabilizacion de
la membrana de los globulos rojos humanos. La actividad citotoxica se cuantificd
mediante un método colorimetrico de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) con lineas celulares de cancer de mama MFC-7 ATCC. La
actividad antioxidante mediante quimioluminiscencia. En las tres actividades
biologicas in vitro evaluadas el mejor tratamiento fue el extracto hidroalcoholico hojas
secadas al sol con los siguientes resultados: actividad antiinflamatoria 92,602% de
proteccion, antioxidante 147409,481 ug acido galico/g de muestra y citotoxica con
porcentaje de muerte celular del 98,913%. Las hojas y flores de la Chuquiragua
presentan actividades bioldgicas, que mediante procesos de extraccion adecuados se
podrian obtener principios activos y ser usados en el campo meédico con estudios

toxicologicos previos.
Palabras claves

Actividades bioldgicas in vitro, chuquiragua, maceracion, plantas medicinales, secado
por aspersion.
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ABSTRACT

The unsuitable used the medicinal plants in Ecuador the search new alternatives for
reducing these problems such as get active compounds through technical process and
the use endemic plants of Ecuador. The aim of present investigation was to evaluate
active compounds showed in the vegetal extracts of Chuquiragua of different in vitro
biological activities. The extract got the leaves and flowers through a maceration
process with different solvents such as: distillated water and ethanol. Through the spray
drying method got a compact powder of different extracts. The biological activities
evaluate through in vitro method, the anti-inflammatory activity there were used
erythrocytes healthy patients review the stability membrane of giving extract avoid to
start inflammatory process. The cytotoxic activity was quantified through a
colorimetric method of de bromide de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) with cellular lineal of breast cancer MFC-7, and serial dilutions. In anti-
inflammatory, antioxidant and cytotoxic activities, the aqueous ethanol leaves dried of
sun was the best treatment with these results 92,602% of the protection, 147409,481
ug Gallic acid/g sample and 98,913% of inhibition cellular respectively. In conclusion,
flowers and leaves of Chuquiragua showed biological activities that through
pharmacological processes might to active compounds. These maybe use in medical

ambit.
Keywords

Chuquiragua, in vitro biological activities, maceration, medicinal plants, spray drying.
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INTRODUCCION

Los efectos secundarios ocasionados por medicamentos de origen sintético han
generado un auge en la utilizaciéon de plantas medicinales con principio activos, los
cuales pueden ser utilizados para la produccion de nuevos medicamentos (Palacios,
s. f)

La fitoterapia consiste en la utilizacion de principios activos de origen vegetal para la
formulacion de medicamentos, estos provienen de una determinada planta medicinal,
sin embargo, la velocidad de reaccion de estos compuestos es lenta por lo que su uso
es limitado. Existen un sinnimero de medicamentos reconocidos que fueron aislados
de plantas medicinales que se usan hasta hoy para el tratamiento de enfermedades

catastroficas como el cancer (Villavicencio, Pérez, Mendoza, & Maldonado, 2008).

La cordillera de los Andes es considerada uno de los lugares mas multidiversos por la
presencia de plantas medicinales con distintas propiedades curativas. Entre las que se
encuentra la planta Chuquiragua que crece 2500 metros sobre el nivel del mar (msnm),

existiendo en el Ecuador dos especies identificadas Chuquiragua jussieui y arcuata.

Chuquiragua jussieui presenta propiedades curativas que se usan desde tiempos
ancestrales para problemas de salud entre las que se mencionan el uso en infusion para
el tratamiento de problemas de la prostata, problemas hepaticos y estomacales por su
capacidad diurética (Barrera, 2015). Sin embargo, es necesario realizar investigaciones
que fundamenten este conocimiento ancestral, en propiedades que se consideran de
gran interés para el ambito biotecnoldgico entre las que se puede mencionar las

propiedades citotdxica, antiinflamatoria y antioxidante.

La importancia que presentan estas propiedades en los sistemas vivos es que estan

involucradas en proceso de prevencion de enfermedades que hasta el dia de hoy tienen



cura o presentan un tratamiento complicado que requiere una inversion econémica
elevada, por la cual el empleo de principios activos que se originan en la naturaleza
podrian ser de gran de relevancia para paises subdesarrollados en donde el acceso otro

tipo de medicamentos es limitado.

La utilizacion de los extractos de Chuquiragua jussieui como fuente de principios
activos puede ser una alternativa para el tratamiento de enfermedades, por ende, la
investigacion tiene por objeto evaluar las actividades bioldgicas de los diferentes

extractos obtenidos a partir de las hojas y flores de Chuquiragua.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. Tema de investigacion

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE,
ANTIINFLAMATORIA Y CITOTOXICA IN VITRO DE DIFERENTES
EXTRACTOS DE CHUQUIRAGUA (Chuquiragua jussieui) OBTENIDOS
MEDIANTE SECADO POR ASPERSION

1.2. Justificacion

En la actualidad la mayoria de investigacion sobre las diferentes actividades biologicas
que presenta los metabolitos secundarios inmersos en las plantas medicinales ha sido
de gran aporte para la farmacologia. En el Ecuador no existen suficientes estudios
sobre las plantas endémicas medicinales que han sido utilizadas desde tiempo
ancestrales por sus propiedades y hoy en dia estan subutilizadas con otros fines, por lo
que se considera que este un proyecto es de gran relevancia en el ambito biotecnoldgico
(Varea et al., 2007).

El consumo prolongado de medicamentos de origen sintéticos afecta a la respuesta
inmune de los organismos. Por tal motivo se buscan nuevas alternativas naturales que
sean eficaces y eficientes en el tratamiento de estas enfermedades, unas de las posibles
opciones pueden ser el uso de diferentes extractos de Chuquiragua (Chuquiragua
jussieui).

Por tal motivo el uso de metabolitos secundarios vegetales para la formulacion de
medicamentos ofrece, una enorme ventaja con respecto a tratamientos convencionales,

debido a que en las plantas los principios activos se encuentran equilibrados por la



presencia de sustancias complementarias que van a potenciarse entre si (Jover &
Garcia, 2003).

El propdsito de la investigacion es evaluar actividades biologicas poco estudiadas. El
estudio de actividad citotdxica frente células tumorales de esta especie serd nuevo en
el Ecuador a pesar de tratarse de una planta endémica y de existir evidencia que otra
especies del mismo género presente ésta actividad biolégica (Mendiondo, Juareza,
Zampini, Isla, & Ordofiez, 2011), lo que permitir4 ampliar los conocimiento cientificos
sobre las propiedades curativas de la Chuquiragua y servir como punto de partida para
el desarrollo de nuevos medicamentos.

Los resultados obtenidos podrian servir para posteriores investigaciones que se
encuentren enfocadas en la formulacion de medicamentos de origen natural en las
cuales se utilice como principio activo metabolitos de la planta en estudio, con las
cuales se podra tener beneficios en la salud de las personas y tendria un impacto socio-
econdmico en las comunidades que se dedican a la siembra, recoleccidn y venta de este

tipo de planta medicinal.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

e Evaluar laactividad antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica in vitro de diferentes
extractos de Chuquiragua (Chuquiragua jussieui) obtenidos mediante secado por

aspersion.

1.3.2. Objetivos especificos

e Obtener diferentes extractos de Chuquiragua (Chuquiragua jussieui) por medio
de secado por aspersion.

e Determinar la influencia que presenta el método de secado del material vegetal en
las actividades bioldgicas de diferentes extractos de Chuquiragua.

e Cuantificar el efecto citotoxico de diferentes extractos Chuquiragua sobre lineas

tumorales mediante el método de MTT.



e Determinar la actividad antiinflamatoria de los diferentes extractos de Chuquiragua
mediante el método de estabilizacién de la membrana de los glébulos rojos

humanos.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes Investigativos.

2.1.1. Usos ancestrales de plantas medicinales.
Ecuador es uno de los paises mas biodiversos en plantas, las cuales poseen un

sinnimero de propiedades curativas. Las plantas medicinales se emplean desde tiempos
ancestrales para disminuir el dolor, aliviar dolencias, combatir ciertas inflamaciones o
curar enfermedades que solo se cree que tienen sanacion con el uso de plantas

milenarias (Madaleno, 2007).

Las ventajas que presenta esta alternativa como tratamiento es su facil accesibilidad,
su costo reducido Y los niveles de toxicidad que presenta son relativamente reducidos
en comparacion con los tratamientos tradicionales que obtienen los farmacos a partir
de proceso de sintesis quimica que involucran una serie de catalizadores (Gallegos,
2016).

El uso de plantas medicinales y farmacos se consideraban ramas diferentes de estudio,
sin embargo existen una compatibilidad entre los tratamientos alternativos con los
tradicional que presentan ciertos beneficios en paises desarrollados que buscan mejorar
las condiciones de vida y en paises subdesarrollados en donde el uso de plantas
medicinales en algunos casos es la Unica alternativa de curacion para las ciertas
dolencias (Arias, 2009). La incorporacion de la medicina tradicional a un sistema de
salud intercultural es una politica de estado que promueve la creacion de leyes sobre el
empleo de la medicina tradicional y alternativa a beneficio de la salud publica y privada
(Gallegos, 2016). Sin embargo, es necesario realizar pruebas fitoquimicas que
garantice que el principio activo obtenido a partir de una determinada planta medicinal
no cause reacciones adversas y presente un riesgo minimo para la salud del consumidor
(OMS, 2004).



2.1.2. Chuquiragua
La planta de Chuquiragua crece en la cordillera de los Andes a 2500 a 3000 metros

sobre el nivel del mar, es una de las plantas mas reconocidas por sus propiedades
curativas perteneciente a la familia de la Asteraceae. Se presenta como un arbusto que
mide aproximadamente 1,2 m con ramas consistentes, hojas pequefias con una
terminacion en punta que le permite protegerse de ataques de depredadores y con flores
muy compactas de color anaranjado (Alessandro, s. f.).

Chuquiragua jussieui presenta propiedades curativas que se usan desde tiempos
remotos entre los que se mencionan: ayudar a disminuir la fiebre, facilitar la
cicatrizacion de heridas antiguas y ademas es diurética (Astudillo, 2003). Se usan
comunmente para problemas estomacales (Ansaloni etal,, 2010). Actia como
estimulante del sistema inmunoldgico y ademas presenta propiedades antiinflamatorias

y cicatrizantes.

Los extractos obtenidos a partir de la especie Chuquiragua spinosa fueron sometidos
a un andlisis fitoquimico, en donde se demostro la presencia de nueve glucésidos
flavonoides, esto compuestos naturales son propios de cada planta y los mismos que

pueden estar involucrados en acciones antioxidantes (Landa, Casado, & Calvo, 2009)

2.1.2.1. Analisis fitoquimico
Segun Ronddn et al., (2015) al realizar un analisis fitoquimico de diferentes plantas

medicinales usadas en el Ecuador se muestra que la Chuquiragua presenta una minima
concentraciones alcaloides, el contenido de polifenoles totales es elevado, este tipo de

compuestos permiten que presenten propiedades antioxidantes.

En un estudio fitoquimico cualitativo se presenta que la chuguiragua tiene un contenido
de flavonoides y saponinas abundantes, mientras que se obtuvo un contenido moderado
de esteroides y triterpenoides y finamente en el analisis de quinonas y antraquinonas

este dio negativo (Ronddn et al., 2015).



La presencia de flavonoides permite contrarrestar los ataques de radicales superéxido
o hidroxilo, ademas estos compuestos estan involucrados en actividades
antiinflamatoria y antitromboética (Martinez-Flores, Gonzalez-Gallego, Culebras, &
Tufion, 2002).

2.1.3. Métodos de obtencidon de principios activos
Los procesos de obtencién tradicionales de principios activos a partir de plantas

presentan ciertos problemas que generan desventajas en el producto final.

Los problemas mas evidentes son: el tamafio de las particulas y la inestabilidad por
cual las industrias farmaceuticas han incorporado nuevas técnicas para disminuir estos

problemas.

Una estas técnicas es el secado por aspersion es una técnica que reduce el nUmero
operaciones unitarias requeridas para transformar un liquido en un polvo compacto al
estar en contacto con un aire caliente permitiendo reducir el tamafio de particulas,
aumentar la estabilidad, la eficacia en la dosificacion, liberacion controlada y prolongar

el tiempo de vida util.

2.1.3.1. Secado por aspersion.
El proceso de transformacion de una solucion en un polvo compacto se denomina

secado por aspersion, esta técnica es usada en distintas industrias que requieren mejorar

las condiciones del producto final.

La industria farmacéutica, emplea esta técnica con el propdsito de general particulas
huecas cuya funcidn sea de transportar los principios activos permitiendo que éstos

sean biodisponibles y més estables (Mondragdn, Julia, Barba, & Jarque, 2013).

El proceso involucra una serie de variables que pueden influir en las caracteristicas de
las particulas entre los que se mencionan el contenido de solidos, la entrada y salida de
temperatura, entre otros, por lo cual es necesario contralar dichas variables para que el

producto final presente las caracteristicas deseadas.



El secado por aspersion es un proceso empleado ampliamente en la industria
farmacéutica porque permite reducir el nimero de operaciones unitarias, el tamafio de
las particulas del producto final sin afectar al principio activo, ademéas mejora la
velocidad de disolucion que en ciertos farmacos es escaso (Jain Manu et al., 2012).

Las ventajas que presenta esta técnica, es que al tratarse de un proceso en donde se
puede controlar las determinadas variables el producto final es mas higienizado y la
forma de las particulas son mas uniformes (GEA, 2010).

2.1.4. Actividades biologicas in vitro.
2.1.4.1. Actividad Antioxidante

2.1.4.1.1. Compuestos antioxidantes
Los fenoles son compuestos del metabolismo secundario importantes para el

crecimiento y desarrollo de las plantas, permitiéndoles protegerse de ataques de
depredadores y condiciones adversas del ambiente. Se producen mediante la via del
shikimato a partir de las sintesis de fenilalanina (Mufioz, Ramos, Alvarado, &
Castarieda, 2007).

Los flavonoides son compuestos que pertenecen al grupo de los polifenoles, presentan
propiedades antioxidantes las que les permiten proteger a las células del estrés
oxidativo ocasionada por las especies reactivas de oxigeno neutralizando estas especies
y evitando la aparicién de enfermedades mediante la estimulacion del sistema inmune

y reduccion la sedimentacion plaguetaria (Mufioz et al., 2007).

El uso de flavonoides obtenidos a partir de las plantas como tratamiento para
enfermedades se considera que tiene una ventaja que es su bajo costo (Guitiérrez, Ortiz,
& Mendoza, 2008)



2.1.4.1.2. Mecanismo de proteccion antioxidante.
A los compuestos antioxidantes se le puede clasificar como primarios cuando actta

impidiendo la liberacion de mas ERO, en este grupo se encuentran las enzimas. Los
antioxidantes secundarios evitan la reaccion en cadena mediante la captura de los
radicales libres dentro grupo se tiene a las vitaminas E y C entre las mas representativa
y finalmente los terciarios que acttan reparando células dafiadas por el estrés oxidativo
dentro de este grupo se tiene a enzimas especificas como la endonucleasa (Del Rio
Tovar, 2013)

El cuerpo humano responde frente a especies reactivas de oxigeno (ERO) impidiendo
el paso de oxigeno hacia las demas células. Los mecanismos que se generan en el
interior son tipo homeostatico teniendo que ser especificos para lograr combatir con un
sinnimero de radicales libres existentes. Entre los mecanismos mas comunes se tiene:
moléculas de gran tamafio se agrupan evitan que las especies reactivas reaccionen,
enzimas Yy cosustratos que actlan como compuestos antioxidantes, enzimas
productoras de cosustratos antioxidantes, agentes enddgenos y exogenos en el caso del
primero se trata de compuestos que son atacados por los radicales libres, pero impiden
que existan un dafio en las macromoléculas y los exdgenos provienen de la

alimentacion y finalmente un conjunto de reparacion (Quintanar & Calderon, 2009).

Chuquiragua lessing pertenece a la familia de la Asteraceae. Mediante un andlisis
fisicogquimico realizado a esta planta se evidencidé la presencia de flavonoides,
triterpenos, este tipo de compuestos podrian ser responsables de las propiedades
antioxidante, por cual el resultado obtenido fue relativamente alto siendo de 86,4 % en

la muestra usada en el ensayo (Ramirez, Bonilla, Suarez, Choquesillo, & Castro, 2014).

Se ha demostrado que el extracto acuoso de Chuquiragua jussieui tiene una elevada
actividad antioxidante en presencia de un tensoactivo SDS (dodecilsulfato sodico),
siendo CI50 64, 89y CI190 89,96 (Alberto Duefias, Alcivar, Olazabal, & Cortés, 2014).
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2.1.4.1.2. Métodos para la determinacion de la actividad oxidante
Los métodos para la determinacion de la actividad antioxidante difieren del sustrato

oxidable ya sea quimico o bioldgico, pueden ser de dos tipos: los que se basan en la
transferencia de atomos de hidrogeno y en transferencia de electrones. En el primer
caso se basa en reacciones que involucra velocidad de reaccién mientras que en la
transferencia de electrones se basa en reacciones redox en donde el oxidante indica el

final de la reaccion (Del Rio Tovar, 2013).

2.1.4.2. Actividad Antiinflamatoria.

2.1.4.2.1. Membrana de los eritrocitos.
Los eritrocitos son células anucleadas bicdncavas sin organulos por lo cual se considera

un modelo celular simple para la evaluacion de determinadas actividades biologicas,
cuya membrana celular se encuentra compuesta principalmente por fosfolipidos,
proteinas y un citoesqueleto cumpliendo funciones de transporte activo y pasivo por lo

cual puede ser considerada como modelo de las membranas plasmaticas en general.

La constante exposicion de la membrana a estrés oxidativo puede causar un
desequilibrio en la liberacion de radicales libres lo que puede causar problemas
enddgenos gue se evidencia con la liberacién enzimas que afectan de distintas formas
entre las que se mencionan la presencia de patologias cardiovascular, aterosclerosis
(Enciso, 2013).

2.1.4.2.2. Proceso inflamatorio
El proceso inflamatorio inicia como una respuesta del sistema inmune a factores

exogenos que pueden ser de tipo fisicos, quimicos o bioldgicos los cuales causan dafios

en células o tejidos vascularizados (Garcia, 2008).

La respuesta al proceso inflamatorio puede ser de tres tipos celular, de los tejidos y
sistematica. La de tipo celular es especifica acttan sobre el ciclo celular permitiendo
la reparacion de células o apoptosis celular. La tisular ocurre en cuatro fases en la
primera las terminaciones nerviosas son estimuladas, en la segunda fase las células con
dafios provocan la liberacion de enzimas, en la tercera fase se produce la respuesta

inmune innata mediante la colaboracién de microorganismos y enzimas que se liberan
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en la etapa dos y finalmente los leucocitos interfieren el proceso inflamatorio mediante
las sefiales dadas anteriormente. La respuesta a nivel del organismo se presenta
mediante signos como fiebre, los procesos metabdlicos de ciertos érganos son
afectados. Este se produce mediante mediadores que liberan prostaglandinas (Garcia,
2008).

2.1.4.2.2. Mecanismo de la estabilizacion de la membrana de los eritrocitos
La membrana de los eritrocitos es semejante a la membrana lisosomal por lo cual la

estabilizacion de esta membrana permite reducir la respuesta antiinflamatoria y por
ende la liberacion de constituyentes de los lisosomas como proteasas que puede
provocar inflamacion en el tejido afectado y un dafio adicional en las células liberadas
(Kumar, Bhat, Kumar, Bohra, & Sheela, 2011).

La presencia de compuestos antioxidantes en las plantas y frutas puede reducir el estrés
oxidativo de las células de los eritrocitos permitiendo que se mantenga intacta la forma

de los eritrocitos.

Segun Ugartondo (2009), entre los ensayos mas utilizadas para determinar el
porcentaje de proteccion de la membrana de los eritrocitos en presencia sustancias que
generan radicales libres se usa el método que consiste en la oxidacion de la
hemoglobina en donde se verifica si los agentes oxidantes como: detergentes,
tensoactivos, calor, producen alteraciones en la membrana midiendo este resultado a
través espectroscopia 540 nm obteniendo como resultado la capacidad que tienen el

agente oxidante o antioxidante para ingresar al interior de la célula.

2.1.4.3. Actividad citotoxica frente a células del cancer de mama.

2.1.4.3.1. Uso de plantas
La evaluacion de las propiedades citotdxicas de las plantas se remonta a 1950 lo que

ha permitido tener hasta el dia de hoy grandes avances en este como el descubrimiento
de alcaloides que hay permitido el tratamiento de este tipo de enfermedades entre las
gue se mencionan la planta vinca de Madagascar de la cual se obtuvo vinblastina y

vincristina que son empleadas en el tratamiento de leucemia, para el cancer de seno,
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cerebro y ovarios se usan taxol que es un alcaloide que se obtuvo a partir de tejo que

es tipo de conifera perenne (Villavicencio et al., 2008).

En referencia al género Chuquiragua se muestran que en un estudio realizado en una
especie desconocida de chuquiragua mostro actividad citotdxica, mediante la presencia
de un flavonoide denominado quercetina glicosido, este tipo de compuesto protege al
genoma de ADN dafiado el mismo que puede inducir a ciertos factores carcin6genos
(Mendiondo et al., 2011). En andlisis in vivo usando animales de experimentacion y la
quercetina como agente protector, se mostré que es tipo de compuesto detiene el

proceso proliferativo de células cancerigenas (Merck S. A., s. 1.).

2.1.4.3.2. Cancer de mama.
El cancer de mama se presenta cuando celulas sanas del tejido mamario inician un

proceso de proliferacion descontrolado de células las que se convierten en tumores.
Existen distintos factores que estimulan la aparicion de esta enfermedad entre los que

se mencionan factores exdgenos y endégenos.

Factores exdgenos como la exposicion a estrogenos, el lugar de origen y consumo de
drogas psicotrdpicas, entre los factores enddgenos se pueden mencionar el inicio de
ciclos menstruales en edades tempranas, obesidad y personas de edades avanzadas

entre los mas representativos (Society European for Medical Oncology, s. f.).

El proceso de propagacion del cancer de mama se da a través del sistema linfatico, las
células cancerosas ingresar al ganglio linfatico e inician el proceso de proliferacion.
Entre mayor sea el nimero de células encontradas en los ganglios se aumentan la
posibilidad de metéastasis en otros 6rganos (Society American Cancer, 2008).
2.1.4.3.2.1. Lineas celulares del cancer de mama.

Las lineas celulares cancerigenas presentan caracteristicas poco comunes en
comparacion con células normales como el crecimiento sin adherirse a ninguna
superficie a pesar que la relacion entre la masa y el volumen de la superficie sea mayor

al normal (Martinez & Navarro, 2003).
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La linea tumoral MFC-7 cominmente se usa como modelo para el cAncer mama ductal
debido a la similitud que presentan entre las células del lumen de los conductos
mamarios, este tipo de linea celular se obtuvo de una mujer de originen europeo a partir
de una acumulacién de liquido en la region pleural y con metastasis, este tipo de linea
celular es positivo para receptores hormonales pero negativo para factor de crecimiento
epidérmico humano (Rivera, 2013).

2.1.4.3.3. Mecanismo por el cual un compuesto produce la muerte a una célula
tumoral

Los mecanismos que han desarrollado las células para evitar la proliferacion celular de
aquella que tienen tendencia a convertirse en tumores son de dos tipos: la apoptosis

celular y senescencia celular (Pardo & Delgado, 2003).

La apoptosis celular se basa en proceso bioquimico que engloban a células dafiadas y
provocan su muerte sin destruir la membrana, siendo un proceso que no causa
inflamacion. Este proceso involucra una serie de etapas que deben ser controlados para

garantizar la supervivencia de las células que no presentan problemas (Lizarre, 2007).

La senescencia celular genera procesos que impiden el crecimiento de células que
tienen tendencia a convertirse en malignas. Las células a las cuales se evitan el
desarrollo son aquellas que presentan problemas en los telémeros, en la compactacion
de la cromatina y el ADN (Pardo & Delgado, 2003).

2.2. Hipotesis.
2.2.1. Hipotesis Nula

El tipo de secado del material vegetal (estufa y accién del sol) y tipo de solvente

(acuoso, 50:50, etandlico) no influyen en las actividades biologicas in vitro.

2.2.2. Hipotesis Alternativa

El tipo de secado del material vegetal (estufa y accién del sol) y tipo de solvente

(acuoso, 50:50, etandlico) influyen en las actividades bioldgicas in vitro.
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2.3. Sefialamiento de variables de la hipétesis

2.3.1. Variable dependiente

Actividades bioldgicas (antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica).
2.3.2. Variable independiente

El tipo de secado del material vegetal (estufa y accién del sol) y tipo de disolvente

(acuoso, 50:50, etanolico).
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales y Equipos
3.1.1. Material

Vasos de precipitacion de 1000 ml (PYREX = 0, 05ml), probetas graduadas de 500,
250, 10 ml (Boro 3.3 £ 0, 05ml), balones de aforo de 25 ml (= 0, 01ml), balones de
aforo de 1000, 500 ml (Boro, £ 0, 05ml), micropipeta de 20- 200 uL. (OHAUS +1,6
uL), micropipeta de 100-1000 uL. (OHAUS + 8 pL), puntas para micropipetas, tubos
de tapa rosca, tubos plasticos de centrifuga, tubos eppendorf, frascos &mbar de 1000

ml, embudo, mortero y pistilo de porcelana, lienzo, gradillas, jeringuillas de 5 ml.
3.1.2. Equipos

Secador de bandejas (Gander MTN), plancha de calentamiento con agitacion
(CORNING, PC-4200), licuadora (OSTER), balanza de humedad (CITIZEN CY 720),
balanza analitica (OHASUS, Modelo PA214), rotaevaporador (ELEYA, OSB -2100),
micro Spray Dryer (Buchi B 191), microcentrifuga (SPECTRAFUGE 24D), vortex
(Vortex) espectrofotometro UV-VIS (HACH DR 5000), centrifuga (Hettich
Zentrifugen).

3.1.2. Reactivos

Para la obtencién de extractos vegetales
Agua destilada, Etanol 99%
Para formulacion del microencapsulado

Maltodextrina, Goma Arabiga
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Para actividades bioldgicas in- vitro
Actividad Antioxidante

Luminol (Western Blotting Luminol Reagent), FeSOs4 (Hierro Il sulfato
heptahidratado, ERBApharm), H>0. (ACS Reagent Grade, Ricca Chemical), Trolox
(&cido (x)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) (Sigma)

Actividad Antiinflamatoria

Sangre de voluntarios sanos que no hayan ingerido por dos semanas ningun tipo de
antiinflamatorios, Aspirina (Bayer, Acido Salicilico 500 mg), Solucion tampdn fosfato
0,01 M pH 7,4 a 25°C (PBS), Solucién Alsever pH 7,0 a 25°C.

Actividad Citotoxica

Las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 ATCC se obtuvo del tejido mamario
de una mujer caucésica de 69 afos, es un tipo de tejido no adherente que miden
aproximadamente 20-24 micrones sus condiciones de almacenamiento son en
nitrégeno liquido, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)
(Sigma-Aldrich).

3.2. Métodos
3.2.1. Materiales Vegetal

Las hojas y flores de Chuquiragua (Chuquiragua jussieui), se obtuvieron de los

Mercados (Mayorista, Modelo) de la ciudad de Ambato, Provincia de Tungurahua.

3.2.2. Secado del material vegetal

Aproximadamente 4 kg de material vegetal fueron lavados con agua destilada y dejados
secar por 24 horas al ambiente para eliminar la mayor cantidad de agua posible. Se
tomaron 2 kg los que fueron colocados en la estufa de bandejas por 24 horas a 60°C.
Los 2 kg restantes de material vegetal se secaron de forma natural bajo la accién del
sol aproximadamente 8 horas diarias por 30 dias. Una vez seco el material vegetal se

procedio a triturar con una licuadora (OSTER) hasta obtener un polvo.
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3.2.3. Obtencion de Extractos Acuosos y Etanolicos

El material vegetal seco y triturado de hojas y flores fueron pesados por separado en
una relacion 1:15 es decir (679/1000 ml).

Se usaron 2 disolventes, para la preparacion de los diferentes extractos en el caso de
los extractos acuosos se usaron agua destilada siendo una solvente de tipo polar, para
los extractos etandlicos se usaron etanol un solvente de polaridad mas elevada en
relacion al agua. Se midieron 1000 ml de cada uno de los solventes y se agregaron en
un vaso de precipitacion en conjunto con los 67 g de material vegetal. Para la
preparacion de los extractos agua-etanol se usaron 500 ml de agua destilada y 500 ml
de etanol (relacion 1:1) los cuales se agregaron en un vaso de precipitacion con 67 g de
material vegetal.

Una vez mezclado el solvente con el material vegetal se los colocd en una plancha de
calentamiento con agitacion constante a 100°C y 500 rpm, hasta que Ilegé a su punto
de ebullicién, posterior a esto se dejo hervir por 30 min. Finalmente se procedio a filtrar
de forma manual mediante un lienzo repitiendo el proceso 3 veces.

Las variables de estudio fueron tipo de secado del material vegetal (estufa o bajo accion

del sol), tipo de disolvente (etanol, etanol- agua, agua).
3.2.3. Concentracion del extracto liquido

Se colocaron en el balén vidrio del rotaevaporador (EYELA, Tokyo) aproximado de
800 ml de los diferentes extractos. Los distintos extractos se calentaron a 74°C con una
rotacion constante de 500 rpm hasta evidenciar la eliminacion de la mayor cantidad
posible de disolvente en el caso de los acuosos Yy los extractos 50:50 hasta alcanzar un
volumen 500 ml, mientras que en los extractos etandlicos hasta alcanzar un volumen
de 40 ml.

3.2.4. Determinacion de sélidos totales (SST)

Los solidos totales de los extractos fueron determinados mediante un método

gravimétrico con el uso de la balanza de humedad (Citizen, USA). Se tomaron 3ml de
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cada uno de los extractos y fueron colocados sobre el plato de la balanza de humedad.
Una vez terminado el proceso se registro el porcentaje de humedad. EIl porcentaje de
solidos totales se obtuvo de la diferencia de cien por ciento menos el porcentaje de
humedad.

3.2.5. Secado por aspersion (Spray Dryer)

Se determind la cantidad requerida de maltodextrina mediante una relacién al 30%
entre la cantidad sélidos solubles totales y el volumen de alimentacién. Se calentaron
parcialmente los extractos en una plancha de calentamiento con agitacion constante y
se agrego la maltodextrina. Se acondicioné el equipo de secado por aspersion (Buchi
B 191, Suiza), a una temperatura de entrada de 140°C y la temperatura de salida 80°C.

El extracto seco obtenido se les sometio a ensayos de actividades biologicas.

3.2.7. Actividad Antioxidante.

La actividad antioxidante de los extractos se determind por quimioluminiscencia,
mediante una reaccion sencilla y rapida de transferencia de hidrogeno cuyo iniciador
del proceso oxidativo es 2',2'-azobis-2-metilpropionamida (APPH.), la reaccion ocurre
cuando el luminol interactta con radicales libres y la emision de esta reaccion ocurre
en laregion visible del espectro electromagnético siendo facil de detectar. Se afiadieron
los extractos a una concentracion (2 mg/ml), junto al luminol (0,42mM), FeSO4 (2,5
mM), H2O en una relacion 1:1 en este orden y se mezclaron. Inmediatamente se
midieron la quimioluminiscencia emitida cada 6 s durante 1,5 min a una longitud de

onda 490 nm. En el blanco fue la misma solucion anterior exceptuando el H20..

Las absorbancias obtenidas se interpolaron en la curva estandar de acido galico, los

resultados se obtuvieron pg acido galico/g muestra.

3.2.8. Actividad Antiinflamatoria
3.2.8.1. Obtencién de la solucion de los eritrocitos.

Para la obtencion de los eritrocitos se usé la metodologia con ciertas modificaciones

(Kumar, Bhat, Kumar, Bohra, & Sheela, 2011). Se recolectaron 5ml de sangre humana
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de voluntarios sanos que no hayan ingerido ningin analgésico o antiinflamatorio 2
semanas antes del experimento y se mezclaron con igual volumen de una solucion
anticoagulante, se centrifugd por 5 mina 3000 rpm. Se retir6 el sobrenadante las células
de los eritrocitos obtenidas fueron lavadas con solucion tampén fosfato (PBS) y
centrifugaron por 5 min a 3000 rpm, repitiendo el proceso 3 veces mas, posterior a ello
se prepard una solucion al 40% con los globulos rojos obtenidos después de los 4
lavados en tampdn fosfato (PBS).

3.2.8.2. Determinacion del porcentaje de actividad antiinflamatoria

Se determiné el porcentaje de actividad antiinflamatoria mediante el método de
estabilizacion de la membrana de los eritrocitos segun la metodologia de Rashid et al.,
(2011), con ciertas modificaciones. Se prepard una solucion madre (40 mg/ml) de cada
uno de los extractos en tampén fosfato de sodio (PBS) 10mM con pH 7,4 El tampdn
fosfato se preparo disolviendo en 1000 ml de agua destilada 0,26 g de fosfato diacido
de sodio dihidratado, 1,15 g de fosfato acido de potasio y 9 g de cloruro de sodio. A
partir de la solucion madre se prepararon 30 ml de solucién de los diferentes extractos
a concentraciones (1; 1,5; 2 y 2,5 mg/ml) en PBS. Se adiciond en tubo de centrifuga 3
ml de cada una de las soluciones previamente preparadas y 30ul de la solucion de
eritrocitos (40%) obtenidos, se mezclaron ligeramente y se colocaron en un bafio Maria
a 54°C por 20 minutos a esta temperatura se produce la hemolisis de los eritrocitos y
los extractos protegen a los eritrocitos de este proceso hemolitico. Luego se
centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos y finalmente el sobrenadante de cada extracto
se midié su absorbancia a 540 nm porque la hemoglobina absorbe a esta longitud de
onda. Se usd como estandar de referencia a la aspirina (Bayer, Acido Salicilico 500
mg), con las mismas concentraciones usadas de los extractos y un control al cual se le

omitiera la concentraciéon del extracto.

La actividad antiinflamatoria se determiné a través de la siguiente expresion (Shinde,
Phadke, Nair, Dikshit, & Saraf, 1998):

0D,—0D;

% actividad antiinflamatoria= 100*[1 ~ op—oD
3= 1

| [Ec. 1]

20



Donde:

OD:: ensayo sin calentar, OD>: ensayo calentando, OD3: ensayo control calentado

3.2.9. Actividad Citotoxica.
El método de MTT consiste en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2.5-difeniltetrasol dando lugar a formacion de un compuesto

denominado formazan de color azul.

Las células MFC-7 fueron incubadas con diferentes tratamientos por 48 horas. Se
descart6 el medio y se procedio a lavar con PBS 1X con el objeto de eliminar residuos
celulares. En 1 ml de PBS se afiadié 5 mg de MTT y se mezclaron con 10 ml de medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEN). En cada pocillo fueron afiadidos 110 pL de
la mezcla anterior y se procedieron a incubar por 4 horas a 37°C con 5% de CO2. Luego
de las 4 horas de incubacidn se evidencid la presencia de formazan. Se eliminaron los
cristales de formazan formados y se interrumpid la reaccion al agregar 100 pL de
docedil sulfato de sodio (SDS)-HCI 0,01%. Una vez detenida la reaccion se incubaron
a 37 °C con 5% de CO toda la noche. Finalmente, después del proceso de incubacion

se procedio realizar la lectura 570 nm de los ensayos mediante un espectrofotometro.

3.2.10. Andlisis estadistico

Mediante un programa estadistico, Statgraphics Centurion XVI. | se realizé un analisis
de varianza, con una ANOVA simple en donde se comparé cada uno de los factores de
estudios: tipo de disolvente (agua destilada, agua destilada-etanol 99% y etanol) tipo
de secado (accion de sol y estufa) y concentraciones usadas en cada una de los ensayos

in vitro y un andlisis de variabilidad de datos obtenidos.

En la actividad antiinflamatoria se compar6 con un estandar siendo la aspirina (Bayer,
500 mg) y control en el cual se omiti6 las concentraciones de extracto, mientras en la
actividad citotdxica se compard su efecto de inhibicion con la utilizacién de un blanco

(células MFC-7), extracto puro y con diluciones seriadas (1*10* a 1*10).

21



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Anélisis y discusion de resultados
4.1.1. Andlisis fisicoquimico
4.1.1.1. Determinacion de sélidos solubles totales (SST)

Las hojas y flores de Chuquiragua jussieui se sometieron a diferentes factores: partes
de la planta, tipo de secado, solvente usado para la extraccion. En la tabla | se muestra
las concentraciones de sélidos solubles totales.

Tabla I. Rendimiento de solidos totales extraidos de los diferentes extractos

Tratamientos Volumen de extracto Concentracion Rendimiento de sélidos
obtenido (ml) de solidos solubles totales
solubles totales extraidos (SST)
(SST) (% p/v)
(% p/v)

EAFS 350 1,86 +0,01 9,71+0,03
EAHE 350 3,50 +0,05 18,28+0,05
AHS 385 1,97+0,01 11,32+0,01
AHE 380 1,78+0,10 10,10+0,04
EHS 350 1,08+0,07 5,64+0,10
EHE 350 7,02+0,06 36,67+0,08

EAHS: etanol-agua flores secadas al sol, EAHE: etanol-agua hojas secadas a la estufa, AHS: acuoso hojas
secadas al sol, AHE: hojas secadas a la estufa, EHS: etandlico hojas al sol, EHE: etandlico hojas a la estufa.

El rendimiento de solidos solubles totales (SST) extraidos varia de un rango de 5,64
10,1 a 36,67 0,08 % p/v. El tratamiento EHE present6 el mayor rendimiento de SST

extraidos en comparacién con los otros ensayos siendo de 36,67 +0, 08 % (p/v).
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Segun Ochoa, Marin, Rivero, & Aguilera, (2013) esto se puede deber a que cuando
existe mayor concentracion del extracto existen un aumento en el porcentaje de SST,
este valor demuestra la presencia de sustancias que pueden estar involucradas en

actividades bioldgicas.

Al tratarse de una planta proveniente de los paramos andinos, estd expuesta a
condiciones ambientales adversas como: temperatura, humedad y excesivas
precipitaciones, estos factores pudieron incidir con la concentracion final de
compuestos fendlicos y afectar a la concentracion de sustancias solubles de hojas
(Almonacid, 2016).

El extracto en el que se obtuvo mayor rendimiento de SST fue el extracto etandlico
hojas secadas a la estufa por lo que se considera que este el mejor tratamiento para
extraccion de estos compuestos, esto puede deberse a que los compuestos que se
encuentran en las hojas de Chuquiragua presenta una polaridad media lo que permite
que el proceso de extraccion a nivel laboratorio sea favorable. El etanol es un tipo de
solvente que presentan la capacidad de formar puentes hidrégenos y ceder protones al
igual que agua, sin embargo, presenta un polo lipofilico que ayuda a disolucién de
moléculas no polares que se encuentran presentes en sustancias organicas lo que facilita
la extraccion de este tipo de compuestos (Dorst & Gokel, 2007). Otra causa de este
resultado puede ser el hecho de que este tipo de solvente estabiliza estructuras menos
polares como flavonoides y evitan su peroxidacion (Alvis, Martinez, & Arrazola,
2012).

Los compuestos fenolicos que pueden estar presente en las hojas de Chuquiragua
pueden ser flavonoides este tipo de compuestos presentan una estructura quimica con
un numero elevado de grupos hidroxilos o azlcares lo que les permiten que sean
solubles en solventes de polaridad media como es el etanol de esta forma aumentan el
porcentaje de proteccion frente a radicales libres y su participacion en actividades
biol6gicas (Cartaya & Reynaldo, 2001).
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4.1.2. Actividad antiinflamatoria
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Figura |. Diagrama de columnas, comparacion de la actividad antiinflamatoria de los diferentes
extractos y el estdndar. Andlisis de varianza ANOVA un solo factor * valor P<0,05. Nota: EAHE:
etanol-agua hojas secadas a la estufa, AHS: acuoso hojas secadas al sol, AHE: acuoso hojas secadas a
la estufa.

Al realizar un andlisis estadistico comparativo entre los extractos y estandar se obtuvo
que para las concentraciones 1 y 1,5 mg/ml existen una diferencia significativa. En las
concentraciones restantes 2 y 2,5 mg/ml no existe diferencia significativa entre los

extractos y la aspirina.

En comparacion con la aspirina usada como estandar, el mejor tratamiento fue el
extracto hidroalcéholico hojas secadas al sol con una actividad de 92,602% lo que
indica que extracto presentan moléculas de polaridad media. El etanol al ser un
solvente de polaridad media aprético dipolar dona sus electrones los cuales pueden
reaccionar con los radicales libres convirtiéndolos en compuestos mas estables y
deteniendo la peroxidacion de los lipidos de la membrana y en conjunto con el otro
disolvente que es el agua producen un medio isotonico evitando el estrés oxidativo
(Mesa et al., 2015).
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Otro factor causante de este resultado podria ser que al mezclar dos solventes con
diferentes polaridades como es el caso del agua netamente polar y el etanol de una
polaridad media se aumente el rendimiento en la extraccion de compuestos bioactivos
responsable de la actividad antiinflamatoria como lo indica estudios realizados en
extractos de especies agroforestales (Pablén, Vanegas, Renddn, Santos, & Hernandez,
2013)

100
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50 B Acuoso hojas secadas al sol

40 B Acuoso hojas secadas a la estufa

30

Actividad antiinflamatoria (%)

20

10

Concentracién (mg/ml)

Figura I1. Diagrama de columnas, comparacion de la actividad antiinflamatoria teniendo como factor
de estudio el tipo de secado *valor P<0,05 diferencia significativa analisis de varianza de un solo

factor.

El tipo de secado influye significativamente en la actividad antiinflamatoria es lo que
indica el valor de P<0,05 teniendo mayor actividad en los extractos acuosos secados a
la estufa este puede deberse a que la exposicion excesiva a radiacion solar UV-B incida
en el aumento de especies reactivas de oxigeno por lo cual los compuestos fenolicos
posibles responsables de la actividad antiinflamatoria disminuye considerablemente

para estabilizar a dichas moléculas (Carrasco, 2009).
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4.1.3. Actividad Citotéxica
Para cuantificar la actividad citotoxica se usé un método colorimétrico MTT, en cual

se usé células MFC-7, siendo necesario realizar diluciones seriadas desde 1*10° que
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Figura I11. Diagrama de barras para diluciones seriada del extracto acuoso hojas secadas al sol.
Efecto de las diluciones seriadas sobre actividad citotéxica
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Figura IV. Diagrama de barras para diluciones seriada del extracto agua-etanol hojas secadas al sol.
Efecto de las diluciones seriadas sobre actividad citotdxica.
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Figura V. Diagrama de barras para diluciones seriada del extracto etanélico hojas secadas al sol.
Efecto de las diluciones seriadas sobre actividad citotdxica

En las figuras 111, IV y V se evidencian que los extractos de Chuquiragua provocan la
muerte celular de MFC-7, hasta la dilucién 103, de ahi en adelante se muestra que la
viabilidad celular es similar las células MFC-7 sin tratar, lo que indica que el extracto
debe encontrarse en concentracion que oscilen entre 50 mg/ml para que presenten
actividades biologicas. El mejor tratamiento el extracto hidroalcéholico hojas secadas
al sol esto se puede deber a que las moléculas que presentan propiedades citotoxicas

son de polaridad media pudiendo ser flavonoides (Cartaya & Reynaldo, 2001).

Los porcentajes de actividad citotdxica calculados a partir de las células MFC-7,
presentan que en los 3 extractos en la dilucion 10 no existen muerte celular mas bien
se evidencia que a esta dilucidn se existe proliferacion celular, lo que puede entender
como una respuesta del cuerpo ante sustancias que considera peligrosas para su interior,

sin embargo, en las diluciones siguientes existe un porcentaje bajo de apoptosis celular.
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Figura I1. Diagrama de columnas para los disolventes usados para la obtencién de los extractos.
Efecto del tipo de solvente sobre la actividad citotoxica. Nota AHS: acuoso hojas secadas al sol,
EAHS: etanol-agua hojas secadas al sol, EHS: etanoélico hojas al sol. Analisis de varias muestras no
existe diferencia significativa valor P>0,05

En figura VI se muestra que no existe diferencia significativa entre el tipo de disolvente
que se usen para evaluar la actividad citotoxica, por cual se considera que los
compuestos activos responsables de esta actividad actdan de igual modo en los distintos

disolventes siendo uno de netamente polar y el otro de polaridad media.
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4.1.4. Actividad antioxidante

En la tabla 11 se muestra la media y la desviacidn estandar obtenida de los diferentes

extractos en la evualacién de actividad antioxidante.

Tabla Il. Media y desviacion estandar obtenidos en la evaluacién de la actividad

antioxidante

Tratamiento Media (pg de acido Desviacion estandar

galico/g muestra)

EAFS 82741779 899,901
EAHE 147409,481 4217,207
AHS* 118397,601 2720,184
AHE* 76319,302 588,659

EAFS: etanol-agua flores sol, EAHE: etanol-agua hojas secadas a la estufa, AHS: acuoso hojas secadas

al sol, AHE: acuoso hojas secadas a la estufa. *Valor P<0,05 mediante un anélisis estadistico muestral.

Mediante un andlisis estadistico muestral se obtuvo que existe una diferencia
significativa entre las medias de los dos extractos AHS y AHE, lo que indica que el
tipo de secado influyen la actividad antioxidante, una de las causas de este resultado
puede ser la exposicion del material vegetal a luz UV-B por 30 dias incida en el
aumento de la concentracion de compuestos fendlicos como una respuesta de defensa

de la planta (Carrasco, 2009).
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En la tabla Il se muestra que el extracto etanol-agua hojas secadas al sol presenta mayor
actividad antioxidante esto indica que los compuestos que presentan esta actividad
tiene una polaridad media, ademéas a media que se aumente la polaridad del solvente
del mismo modo lo hace el contenido de fenoles como se evidencid en un estudio
realizado a los extractos de Menta que presentaron mayor actividad antioxidante en
disolventes de polaridad media en comparacion con los que se obtuvieron a partir de
hexano (Barchan et al., 2014).

Segln Rahman et al., (2013) la actividad antioxidante que presentan los extractos
vegetales depende del disolvente que se use para su extraccion en el caso de los
extractos de Centella asiatica al 50% de etanol se observa mayor actividad antioxidante

en comparacion con los extractos etanolicos al 100%.

En estudio in vivo realizado a los extractos de Chuquiragua spinosa estos presentaron
un elevado porcentaje de proteccion contra los radicales libres, sin embargo, el extracto
que presentd mayor proteccion fue el que se obtuvo a partir de 50% de metanol el
mismo que produce una inhibicion de edema producidos en los ratones de
experimentacion en 69% en un periodo de 4 horas en relacion al extracto en que solo
se emple6 metanol como disolvente, esto indica que al realizar una extraccion que
involucra mas de un disolvente, esto facilita la extraccion de fenoles que se consideran

que son los compuestos involucrados en esta actividad biologica. (Casado et al., 2011).

Otro factor que también pueden afectar a la actividad antioxidante es el contenido de
fenoles el cual se ven afectados por el tiempo de extraccion y relacion material vegetal
disolvente. El tiempo de extraccion y la relacion material vegetal-disolvente usados
para la obtencién de los diferentes extractos fueron de 30 minutos y 67g/1000ml
respectivamente. En estudios realizados a extractos de Chuquiragua jussieui obtenidos
por lixiviacion muestra que el tiempo de extraccion 6ptimo es de 45 min y la relacion
materia vegetal-disolvente mas favorable es 1g/10 ml. Lo que indica que estos dos

factores pudieron haber afectado a la concentracion final de compuestos fendlicos
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obtenidos en los cuatro tratamientos (Alex Duefas, Alcivar, Sacon, Bravo, &
Villanueva, 2016).

El extracto agua etanol hojas secadas al sol presenté mayor actividad antiinflamatoria
(figura 1), actividad citotoxica (figura VI) y actividad antioxidante (tabla 1), esto
muestra que los compuestos fendlicos responsables de estos procesos son sensibles a
temperaturas elevadas como se muestran en un estudio realizado en los residuos de
mandarina en que a medida que la temperatura ascendia el contenido de polifenoles
descendia (Gaviria, Correa, Mosquera, Nifio, & Correa, 2014). Este tipo de metabolitos
inhiben la interaccion entre fosfolipidos evitando de esta forma su oxidacion y por
ende permitiendo estabilizar a la membrana de los eritrocitos (Duran, Montero, &
Marrugo, 2013).

4.2 Verificacion de la hipotesis.
Mediante el analisis de los datos obtenidos en los diferentes ensayos bioldgicos in vitro.
Ho # 0 Se rechaza la hipotesis nula.

Ha=0 Se acepta la hipotesis nula por lo que se considera que los factores influyen en

las actividades bioldgicas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Mediante el proceso de secado por aspersion se obtuvo los diferentes extractos,
siendo el mejor tratamiento el extracto etandlico con un porcentaje de extraccion
de SST de 36,67%.

Se determind que el proceso de secado de la materia prima influye sobre la
actividad antiinflamatoria, en el caso de los extractos acuosos hojas el mejor
tratamiento se obtuvo a partir del material vegetal secado a la estufa con una
actividad 82,469% en relacion al 56,914% que presentd el extracto acuoso cuyo
material vegetal fue secado al sol.

Se cuantifico la actividad citotdxica de 3 diferentes extractos, evidenciandose que
para que exista una actividad citotoxica adecuada frente a las células MFC-7 ATCC
de céancer de mama los extractos deben encontrarse en una concentracion de
50mg/ml aproximadamente.

Se evaluaron los principios activos presentes en los extractos vegetales de
Chuquiragua en 3 actividades bioldgicas mediante modelos in vitro: en la actividad
antiinflamatoria, citotoxica y antioxidante el mejor tratamiento fue el extracto
etanol-agua hojas secadas al sol, con los siguientes resultados: en la actividad
antiinflamatoria mostrd 92,602% de proteccion siendo mayor que la del estandar
que presentd 83,460 %, en el caso de la actividad citotoxica 98,913% de apoptosis
celular, sin embargo desde la dilucién 1*10° hasta 1*10° todos los extractos
provocan muerte celular. Finalmente en la actividad antioxidante 147409,481 ug

de &cido galico /g de muestra.
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5.2. Recomendaciones

Ampliar el analisis de fitoquimico de los extractos de Chuquiragua mediante
pruebas cuantitativas que establezca el tipo de compuestos presente en los
extractos.

Efectuar un estudio de actividad antiinflamatoria mediante la evaluacion de
mediadores de inflamacién como IL-6, IL-1y TNF.

Evaluar la especificidad de citotoxidad inducida por Chuquiragua jussieui.
Establecer el mecanismo por cual el extracto induce a la apoptosis.

Realizar pruebas de toxicidad aguda, subaguda y crénica de los extractos.
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ANEXos

Anexo |. Fotografias de las hojas antes y después del proceso de molienda (A, B),
flores antes y después del proceso de molienda (C, D) de Chuquiragua

41



Anexo Il. Fotografias del proceso de la obtencién de del polvo compacto de las

hojas y flores de Chuquiragua. Proceso de extraccion (A), evaporacion del

solvente (B), determinacién de solidos totales (C), secado por aspersion del
extracto (D), polvo compacto del extracto (E)
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Anexo I11. Fotografias cuantificacion de fenoles. Vorterizacion del extracto (A),

soluciones usadas para el proceso (B), medicion de las absorbancias (C)
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Anexo V. Fotografias de la actividad antinflamatoria. Solucién del estandar (a),

ensayos por triplicado de un extracto, medicion de la absorbancia (c y d).
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Anexo IV. Fotografias de la actividad citotoxica. Diluciones seriadas del extracto

(A), 96 pocillos: en la columna 1 se coloca el blanco, en la 2 el extracto y desde la

3 en adelante se realiza diluciones

Anexo V. Andlisis estadistico de los diferentes extractos.

Tabla I11. Analisis de varianza del extracto acuoso hojas secadas al sol

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|0,0863457 3 10,0287819 14,22 0,0014

Intra grupos [0,0161978 8 10,00202473

Total (Corr.)[0,102544 11

Tabla IV. ANOVA del extracto acuoso hojas secadas a la estufa

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|0,171633 3 10,0572108 27,63 0,0001

Intra grupos [0,0165655 8 10,00207069

Total (Corr.){0,188198 11

Tabla V. Andlisis de varianza del extracto agua-etanol 96% secado al sol

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|0,538369 3 |0,179456 19,05 0,0005

Intra grupos |0,0753609 8 (0,00942011

Total (Corr.)|0,61373 11
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Tabla VI. Analisis estadistico de la variabilidad entre la concentracién y tipo de disolvente

de los extractos: hidroalcéholico y acuoso hojas secadas al sol.

Fuente Suma de|[Gl |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|0,736932 7 10,105276 18,40 0,0000

Intra grupos |0,091558 16 |0,005722

Total (Corr.){0,828490 23

Tabla VII Analisis estadistico de los extractos acuoso hojas secadas al sol y la estufa

Fuente Suma de|GI |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|0,284299 7 (0,0406142 19,83 0,0000

Intra grupos |0,0327633 16 (0,00204771

Total (Corr.)[0,317063 23

Tabla VIII. Andlisis de varianza del estandar y el extracto agua etanol hojas secadas al

sol

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|1,41336 7 10,201909 9,69 0,0001

Intra grupos |0,333538 16 [0,0208461

Total (Corr.)[1,7469 23

Tabla IX. Andlisis de varianza del extracto acuoso hojas secadas al sol y la aspirina.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|0,947587 7 10,13537 7,89 0,0003

Intra grupos |0,274375 16 |0,0171484

Total (Corr.)[1,22196 23

Tabla X. ANOVA de comparacion del estdndar y el extracto acuoso hojas secadas a la

estufa

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|1,01151 7 10,144501 8,42 0,0002

Intra grupos [0,274742 16 |0,0171714

Total (Corr.)|1,28625 23
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Tabla XI. Andlisis de varianza entre las absorbancias y los tipos de solvente obtenidas

mediante el método MTT.

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|0,0956525 2 10,0478263 0,26 0,7711

Intra grupos |4,3679 24 10,181996

Total (Corr.) |4,46356 26

Tabla XI1. Analisis estadistico entre las concentraciones con absorbancias obtenidas de

los 3 extractos mediante el método de MTT.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos|4,17983 9 (0,464426 27,83 0,0000

Intra grupos (0,28372 17 10,0166894

Total (Corr.)[4,46356 26

Tabla 1. Andlisis estadistico muestras entre la media y la desviacidén estdndar obtenidas

de los 2 extractos en la evaluacion de la actividad antioxidante

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio | Razén- Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 0 0
Intra grupos 7,3994E6 1 |(7,3994E6
Total (Corr.) 7,3994E6 1
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