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RESUMEN

Uno de los enfoques de la investigacion es el desarrollo de farmacos de origen natural
para el tratamiento de patologias. Las plantas por su gran biodiversidad y
disponibilidad son una de las principales fuentes de principios activos con importancia
farmacoldgica, el diente de ledn (Taraxacum officinale) es una mala hierba que por su
gran contenido de principios activos ha sido utilizada tradicionalmente para la cura de
patologias. En la presente investigacion se estudio la capacidad del extracto acuoso de
las hojas de diente de ledn, obtenido mediante secado por aspersién, como agente
antiinflamatorio y citotoxico. La actividad antiinflamatoria se determin6 empleando el
método de estabilizacion de la membrana de los eritrocitos humanos, mientras que la
actividad citotoxica se evalu6 empleando el método de bromuro de
3-(4-5dimetildiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) con la linea celular de cancer de
mama MCF-7. Los resultados obtenidos indicaron que el extracto acuoso de las hojas
de diente de ledn presentd actividad antiinflamatoria a partir de la concentracion de
2,5 mg/ml y al emplear una concentracion de 5,5 mg/ml present6 una actividad de
58,89 % que supero a la aspirina. En el caso de la actividad citotoxica el 1C50 obtenido
fue de 0,024, el extracto presentd un porcentaje de muerte celular del 87 % empleando
una dilucion 1,00E-01 partiendo de la solucién madre de 50 mg/ml. En conclusion, el
extracto acuoso de las hojas de diente de ledn present6 actividad antiinflamatoria y
citotoxica al emplear concentraciones altas del extracto.

Palabras claves: actividad bioldgica, antiinflamatorio, citotdxico, extracto de diente

de ledn, Taraxacum officinale.
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ABSTRACT

One of the approaches of the research is the development of drugs of natural origin for
the treatment of pathologies. Plants, due to their great biodiversity and availability, are
one of the main sources of active ingredients with pharmacological importance, the
dandelion (Taraxacum officinale) is a weed that for its great content of active
ingredients has been traditionally used for the cure of pathologies. In the present
investigation, the capacity of the aqueous extract of dandelion leaves, obtained by
spray drying, was studied as an anti-inflammatory and cytotoxic agent. The
antiinflammatory activity was determined using the method of stabilization of the
membrane of human erythrocytes, while the cytotoxic activity was evaluated using the
method of bromide of 3- (4-5-dimethyldiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazole (MTT ) with
the breast cancer cell line MCF-7. The results obtained indicated that the aqueous
extract of the leaves of dandelion presented anti-inflammatory activity from the
concentration of 2.5 mg/ml and when using a concentration of 5.5 mg/ml presented an
activity of 58.89 % that exceeded to aspirin. In the case of cytotoxic activity, the IC50
obtained was 0.024, the extract showed a cell death percentage of 87 % using a
1.00E-01 dilution starting from the 50 mg/ml stock solution. In conclusion, the
aqueous extract of the dandelion leaves showed anti-inflammatory and cytotoxic

activity when high concentrations of extract were used.

Keywords: biological activity, antiinflammatory, cytotoxic, extract of dandelion,

Taraxacum officinale.
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INTRODUCCION

El desarrollo de nuevas opciones terapéuticas derivadas de la medicina tradicional se
ha originado por adoptar modos de vida mas sanos y por la insatisfaccion en el
tratamiento con la medicina convencional principalmente por la presencia de efectos

secundarios (Torres, Ibarra Martinez, Martinez, & Diaz de Salas, 2016).

A lo largo del tiempo las plantas por la gran diversidad de componentes que poseen en
su estructura han sido utilizadas como medicina tradicional para la curacion de
patologias, en base a ello, actualmente las investigaciones se han enfocado en la
busqueda de nuevos agentes terapéuticos con principios activos de origen vegetal que

puedan ser utilizados para el desarrollo de farmacos (Villa-Ruano et al., 2011).

El diente de leon (Taraxacum officinale), es una mala hierba que ha sido empleada por
la medicina ancestral para el tratamiento de multiples dolencias como afecciones de la
vesicula biliar, estrefiimiento, enfermedades cutaneas, como laxante, ademas presenta
actividad colerética y diurética (Linares Gimeno, 2013). En la medicina tradicional
china esta planta considerada como no toxica ha sido utilizada como antiinflamatorio,
antirreumatica y anticancerigeno (Jinchun & Jie, 2011; Ovadje, Hamm, & Pandey,
2012).

El avance tecnol6gico y cientifico que se ha utilizado para la obtencion de
medicamentos, ha favorecido el desarrollo de la industria farmacolégica (Torres et al.,
2016). En el caso de la obtencidn de los principios activos de origen vegetal se han
empleado tecnologias como el secado por aspersion que le proporciona al producto
mayor estabilidad, largo tiempo de duracion y mejor conservacion de sus principios
activos (LOPEZ HERNANDEZ, MENENDEZ CASTILLO, GARCIA PENA,
GONZALEZ SANABIA, & NOGUEIRA MENDOZA, 2010).

Este trabajo se enfocd en el estudio del potencial del extracto de las hojas de diente de
le6n, como agente antiinflamatorio y citotoxico, aplicando la tecnologia de secado por

aspersion para la obtencion de los principios activos de la planta

xiii



CAPITULOI
EL PROBLEMA

1.1. Tema

“ESTUDIO DEL POTENCIAL ANTIINFLAMATORIO Y CITOTOXICO DEL
EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE DIENTE DE LEON (Taraxacum

officinale)”

1.2. Justificacion

El desarrollo de nuevas investigaciones y tecnologias para el tratamiento de
enfermedades, se ha enfocado en la busqueda de metabolitos naturales provenientes
de plantas medicinales que, por ser utilizadas desde tiempos remotos por nuestros
ancestros para la curacion de maltiples dolencias, actualmente han presentado gran

importancia en el campo de la farmacologia.

Ecuador es uno de los paises con mayor biodiversidad de plantas medicinales por lo
gue posee un gran potencial para la obtencién de principios activos que mediante el
empleo de nuevas tecnologias como el secado por aspersion mejoren la eficiencia de
sus beneficios curativos. Por lo tanto, es necesario ampliar el campo de estudio de las
plantas con actividad biologica, para proporcionar nuevas alternativas e informacion
que sea el punto de partida para el desarrollo de farmacos de origen natural y que

puedan ser utilizados a favor de la salud humana.

Una de las alternativas es la utilizacion del diente de ledn, que en el ambito de la
medicina tradicional ha sido empleada para la curacion de multiples dolencias, esta
planta al ser considerada como una mala hierba no es utilizada como producto de
primera necesidad, no requiere de condiciones estrictas para su crecimiento por lo que
existe gran disponibilidad de material vegetal y en el ambito econémico generaria

ventajas ya que no se producirian gastos en la obtencion de la materia prima.



Estudios previos afirman que el extracto de raiz de diente de ledn posee actividad
antiinflamatoria y citotoxica. Al igual que la raiz, las hojas presentan similar
composicion de principios activos tales como los polifenoles, por lo que se ha optado
probar si su extracto posee los mismos efectos sobre dichas actividades, pero en este
estudio se empleard la tecnologia de secado por aspersion para la obtencion de los
principios activos hidrosolubles de esta planta, que permitira obtener un producto
estable con un tiempo de duracion prolongado y un mejor aprovechamiento de sus
principios activos. Los resultados de esta investigacion permitiran proporcionar nueva
informacion sobre los posibles usos de esta planta en el campo de la biotecnologia y
la medicina.

1.3. Objetivos

1.3.1. Generales

Estudiar el potencial antiinflamatorio y citotdxico del extracto acuoso de hojas de

diente de ledn (Taraxacum officinale)

1.3.2. Especificos

e Extraer los componentes hidrosolubles de las hojas de diente de le6n (Taraxacum
officinale).

e Obtener un extracto seco de hojas de diente de ledn (Taraxacum officinale)
utilizando el método de secado por aspersion y evaluar sus caracteristicas fisico-
quimicas.

e Evaluar la actividad citotoxica en células de céncer de mama in vitro con
diferentes concentraciones del extracto seco de las hojas de diente de ledn
(Taraxacum officinale)

e Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto seco de las hojas de diente de
le6bn (Taraxacum officinale) empleando el método de estabilizacion de

membrana.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes investigativos

2.1.1. Metabolitos vegetales y su importancia farmacoldgica

El ser humano durante siglos ha empleado a las plantas por su composicién y sus
propiedades como remedio para curar maltiples dolencias. Las plantas han formado
parte de la medicina ancestral y contintan formando parte esencial en la salud (Vila-
Ruano, Pacheco-Herndndez, Lara-Zaragoza, Monsreal, & Cardefia.Bazziere, 2011).
Actualmente son motivo de investigacion para validar su uso terapéutico y su posterior
aplicabilidad farmacoldgica. La busqueda de principios activos aislados de estas
fuentes naturales tiene como objetivo obtener nuevos farmacos que después de ser
sometidos a analisis clinicos que demuestren su efectividad, puedan incorporarse como

nuevos agentes terapéuticos.

2.1.2. Diente de ledn

2.1.2.1. Generalidades

Nombre cientifico: Taraxacum officinale F.H. Wigg.

Nombres comunes: amargon, achicoria amarga, chicoria, diente de ledn, lechuguilla,

taraxacon (Gomez & Jiménez, 2007).

El diente de le6n proveniente de Europa, es una planta que se ha propagado por todo
el mundo, por lo que es considerada una mala hierba, pero es mas abundante en
subparamo y climas frios, esta hierba ha sido utilizada desde la antigliedad para curar
enfermedades (Castro, Diaz, & Serna, 2013).



2.1.2.2. Descripcion botanica.

Es una planta herbécea, perenne que no posee tallo, alcanza los 30 cm de altura. Su
raiz es gruesa con pulpa lechosa y pueden llegar a medir los 30 cm. Contiene
numerosas hojas, dentadas y lobuladas, dispuestas en roseta a nivel del suelo, sus
flores son de color amarillo y su fruto posee un vilano que permite su propagacion a

través del viento (Gémez & Jiménez, 2007).
2.1.2.3. Clasificacion taxonomica

Segun la Organizacion Tropicos.org. (2017) y Asqui Laldn. (2012), la clasificacion

taxonomica para el diente de ledn es:

Reino: Plantae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae

Superorden: Asteranae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Taraxacum F.H. Wigg.
Especie: T. officinale

2.1.2.4. Composicion quimica

El diente de ledn presenta una compleja gama de principios activos con importancia
farmacoldgica tales como lactonas sesquiterpenicas que son las responsables del sabor
amargo de la planta, triterpenos, polifenoles, alcaloides y los esteroides, por su
composicion ha sido utilizada tradicionalmente como antiinflamatorio, antivirus,
antioxidante y anticancerigeno. Las hojas y raices de esta planta poseen varias
propiedades que la convierten en una de las plantas con gran utilidad terapéutica
(Asqui Lalon, 2012). Los polifenoles son el grupo de compuestos més abundantes
presentes en las plantas, poseen importantes beneficios para la salud, que
principalmente se deben a su capacidad antioxidante (Quifiones, Aleixandre, &
Miguel, 2012). Entre la diversidad de polifenoles que posee el diente de leon tanto en
la raiz como en las hojas se encuentran los flavonoides, acidos fendlicos y cumarinas
(Gonzélez, 2007).



2.1.2.5. Usos tradicionales

Antiguamente en la medicina tradicional china, la planta ha sido empleada para
combatir la hepatitis, cirrosis, como un depurativo, laxante y para el estrefiimiento
(Asqui Lalén, 2012). Las hojas son utilizadas en infusiones por sus propiedades
diuréticas y para dolores estomacales. En gastronomia especialmente en Francia las
hojas de esta planta se utilizan para ensaladas por su sabor agradable (Castro et al.,
2013). La leche o latex de la planta ha sido empleada para uso tépico, se la aplica en
la piel para eliminar verrugas o cicatrizar heridas. La infusion de flores y hojas se
utiliza para problemas de bronquios y hemorroides (Aquerreta, Calvo, & Cavero,
2013).

2.1.2.6. Propiedades Farmacoldgicas

2.1.2.6.1. Actividad antiinflamatoria

Segun el Instituto Nacional del Cancer de EE.UU. (2015b), el proceso inflamatorio es
una respuesta de nuestro organismo ante la presencia de heridas o de dafio al tejido,
que una vez reconstruido y reparado el tejido, la inflamacién termina. En ocasiones la
inflamacion persiste por alteraciones inmunitarias o por una lesion que no desaparece
en su totalidad, dando origen a inflamaciones crénicas que a su vez con llevan a la
aparicion de diversas patologias, por lo tanto, la utilizacion de agentes

antiinflamatorios ha sido muy importante para evitar el desarrollo de las mismas.

Entre los estudios in vitro realizados Hu et al. (2017), afirman que el extracto acuoso
de la raiz de Taraxacum officinale presenta efecto antiinflamatorio en células
endoteliales, mientras que Gonzalez. (2007), demostré que el acido cafeico, un
polifenol, presenta efecto modulador sobre la inflamacion, ademas los extractos de
flores de Taraxacum officinale presentaron respuesta antiinflamatoria actuando sobre
macrofagos, se le atribuye la actividad a compuestos fendlicos como la luteolina y el

acido chicorico.



Los lisosomas juegan un papel importante en la defensa normal de nuestro organismo,
en el caso de la inflamacion los lisosomas acuden para eliminar, mediante un proceso
de fagocitosis, a los agentes extrafios que ingresan al cuerpo o las células dafiadas por
dicho proceso. En el caso de la inflamacion aguda, como la denominada gota (una
forma de artritis), este proceso se origina en las articulaciones por una alteracion de
los lisosomas, estos son afectados por la ingestion de cristales de acido Urico,
provocando la perforacion de la membrada del lisosoma, lo que con lleva a la
liberacion de los cristales y de las enzimas hidroliticas propias del lisosoma, estas
enzimas tienen la capacidad de degradar los componentes que se encuentren en el
medio extracelular agravando el proceso inflamatorio y en ocasiones produciendo
dafo tisular (Kelley, 1992).

Los eritrocitos o globulos rojos poseen una membrana similar a la de los lisosomas,
que por su facil obtencién han sido utilizados en este estudio para el ensayo
antinflamatorio del extracto del diente de ledn.

2.1.2.6.2. Actividad citotéxica

En la actualidad el cancer se encuentra entre las primeras causas de muerte en el
mundo. El cadncer de mama constituye una problemaética de la salud actual, el 95 % de
los casos pueden ser tratados si se detecta en fase temprana, sin embargo, la mayoria
de mujeres acuden a revision en estadios avanzados que dificultan el tratamiento y
aumentan la tasa de mortalidad. (Rodriguez-Gonzélez, Rodriguez-Gonzélez, Triana-
Torres, & Mendoza-Tafo, 2012). Al igual que la quimioterapia otros tipos de
tratamiento como la radioterapia pueden dafiar células sanas y presentar efectos
secundarios o complicaciones en el tratamiento. Sin embargo, desde el punto de vista
farmacologico un farmaco “ideal” para tratar el cancer eliminaria células dafiadas o
cancerigenas y conservaria las células normales (Laza-Loaces, Rodriguez-Luis, &

Sardifia-Cabrera, 2003), disminuyendo la manifestacion de los efectos secundarios.



Estudios realizados por Ovadje, Hamm, & Pandey (2012), sefialan que el extracto de
la raiz de diente de ledn posee la capacidad de inducir la apoptosis en células de
leucemia mielomonocitica crénica y células de melanoma. Pandey, Chatterjee,
Ovadje, Mousa, & Hamm (2011), a través de su investigacion confirman que el
extracto de la raiz de esta planta induce apoptosis especificamente en melanoma
quimiorresistente, sin toxicidad para las células sanas Unicamente actua sobre las

células cancerigenas.

En el caso del cancer de mama no existen estudios sobre la actividad citotoxica de las
hojas del diente de ledn sobre el crecimiento de estas células, por lo que el
aprovechamiento de sus cualidades medicinales y su gran disponibilidad, resulta una

alternativa novedosa como agente citotoxico.

2.1.3. Secado por aspersion

Es una de las tecnologias mas utilizadas en el campo de la industria alimentaria y
farmacoldgica. El secado por aspersion se encarga de transformar un extracto liquido,
emulsion o suspension en un producto seco mediante el empleo de un gas caliente,
generalmente aire (Mondragon, Julia, Barba, & Jarque, 2013). Segun Coronel
Delgado (2015), el secado por aspersion es una tecnologia econdmica, flexible y
genera productos de alta calidad, los parametros mas importantes que se deben
controlar son la temperatura de entrada y salida del gas, el flujo de alimentacion vy el
tiempo de residencia

En la obtencidn de principios activos de origen vegetal el secado por aspersion juega
un papel importante ya que le proporciona al extracto seco un largo tiempo de vida
atil, liberacion controlada, facil almacenamiento y conservacion (LOPEZ
HERNANDEZ et al., 2010).



Actualmente en el Ecuador no se han realizado estudios sobre la actividad
antiinflamatoria y citotoxica del extracto acuoso de esta planta con la aplicacion del
secado por aspersion, por lo que la presente investigacion pretende proporcionar datos
que demuestren que el extracto seco de las hojas de diente de ledn puede actuar como
un agente antiinflamatorio y citotoxico.

2.2. Hipotesis

2.2.1. Hipétesis nula

El extracto hidrosoluble seco de hojas de diente de ledn (Taraxacum offininale) no

presenta potencial como agente antiinflamatorio.

El extracto hidrosoluble seco de hojas de diente de ledn (Taraxacum offininale) no

presenta potencial como agente citotoxico.

2.2.2. Hipotesis alternativa

El extracto hidrosoluble seco de hojas de diente de le6n (Taraxacum offininale) si

presenta potencial como agente antiinflamatorio.

El extracto hidrosoluble seco de hojas de diente de ledn (Taraxacum offininale) si
presenta potencial como agente citotoxico.

2.3. Sefialamiento de variables de la hipdtesis

2.3.1. Variable independiente

= Extracto hidrosoluble seco de hojas de diente de ledn (Taraxacum offininale).

2.3.2. Variable dependiente

= Efecto antiinflamatorio y citotdxico del extracto seco.



CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Vasos de precipitacion 50, 100,
600, 1000 ml (Pyrex)

Balones de aforo de 25, 200,
500 ml (£ 0,01 ml)

Probetas de 10, 100, 1000 ml
(Glassco = 1 ml)

Tubos Eppendorf de 2 mli
Micropipetas 100, 1000 pl
Puntas de micropipeta

Tubos plasticos de centrifuga

Tubos tapa rosca de 15 ml

3.2. Equipos

Secadero de bandejas (Gander
MTN)

Bafio de ultrasonido (Branson)
Balanza analitica (OHRUS,
USA)

Plancha de calentamiento con
agitacion (Thermo Scientific,
USA)

Plancha de calentamiento
(Isotemp, USA)

Agitador vertical (Thomas,
USA)

Celdas de cuarzo para
espectrofotdmetro

Filtros estériles de 0,22 pm
(MILLEX-GP, Syringe Filter
Unit)

Agitador magnético

Papel aluminio

Varilla de agitacion

Embudo

Lienzo

Jeringas de 5 ml

Balanza de humedad (IR
KERN MLS 50-3)

Mini Spray Dryer (BUCHI,
Switzerland)

Microcentrifuga (Labnet)
Vortex (Fisher Scientific,
USA)

Centrifuga Rotina 380 (Hettich
Zentrifugen, Germany)

Bafio Maria (IKA HB10, USA)
Espectrofotdmetro UV-VIS
(HACH DR 5000, Germany)



e Microscopio optico (Meiji e Incubadora de CO2 (Thermo

Techno, Japén) Scientific Fisher, USA)

e Camara de flujo laminar e Lector microplaca de ELISA
(Thermo Scientific Fisher, (Victor X3, PerkinElmer)
USA)

3.3. Reactivos

Para la obtencidon del extracto y el secado por aspersion

e Agua destilada

e Maltodextrina

Para la determinacion de polifenoles

e Reactivo Folin-Ciocalteu (FCR)
e Carbonato de sodio al 7,5 % (MERC, USA)

Para la determinacion de la actividad antiinflamatoria

e Eritrocitos de sangre humana
e Buffer fosfato salino (PBS pH 7,4)
e Aspirina 650/65 mg

Para la determinacion de la actividad citotoxica

e Células de cancer de mama (linea celular MCF-7)

e Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

e Docedil Sulfato de Sodio (SDS)-HCI al 0,01%

e Medio de cultivo RPMI 1640 (1X) (Roswell Park Memorial Institute), con

rojo fenol
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3.4. Métodos

3.4.1. Preparacion del material vegetal

Las hojas de Diente de ledn (Taraxacum officinale) recolectadas, se lavaron con agua
para retirar las impurezas. Una vez limpias se secaron de manera artificial en un
secadero de bandejas (Gander MTN), a una temperatura de 60 °C durante 23 h. Las
hojas secas se trituraron y se almacenaron en una bolsa hermética en un ambiente

fresco y seco.

3.4.2. Disefio experimental

Para la extraccion de los principios activos hidrosolubles de las hojas del diente de
ledn se empled el disefio experimental 22 y se trabajé con los siguientes factores:
Factor A: Relacion material vegetal: volumen de disolvente (agua)

Nivel bajo (-) =1:15

Nivel alto (+) = 1:20

Factor B: Tratamiento del material vegetal

Nivel bajo (-) = Sin ultrasonido

Nivel alto (+) = Con ultrasonido

Respuesta experimental: Rendimiento de extraccion de solidos solubles totales.

En la tabla | se muestra la combinacion de factores del disefio experimental 22.

Tabla 1. Disefio experimental 22 para el estudio de las condiciones de extraccion

Tratamiento FACTOR1 FACTOR?2 DETALLE
1 - - 1:15 — sin ultrasonido
2 + - 1:20 — sin ultrasonido
3 - + 1:15 — con ultrasonido
4 + + 1:20 — con ultrasonido

Factor 1. Relacién material vegetal: volumen del disolvente, factor 2. Tratamiento del material vegetal,
nivel bajo (-), nivel alto (+).
Cada tratamiento se realiz6 por duplicado y la mitad del material vegetal seco se

sometio a ultrasonido por 2 min en el Bafio de ultrasonido (BRANSON).
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3.4.3. Estudio de las condiciones de extraccion

3.4.3.1. Procedimiento de extraccion

Para la extraccion de los componentes hidrosolubles de la planta se realiz6 una
decoccidn, que consistid en colocar en un vaso de precipitacion (Pyrex) de 600 ml de
capacidad, 10 g de las hojas secas de diente de ledn en 150 ml de agua destilada para
la relacion 1:15 y 10 g en 200 ml para la relacion 1:20 (de acuerdo a los tratamientos
establecidos en la tabla 1), se dej6 hervir en una plancha de calentamiento con agitacion
(Thermo Scientific, USA) a la temperatura de ebullicion del agua por 30 min y 500
RPM, el recipiente se sellé con papel aluminio para evitar la pérdida del agua por
evaporacion. Los extractos se filtraron empleando un embudo y un lienzo, se registro

el volumen final de los extractos obtenidos y se almacenaron a 4 °C.

3.4.3.2. Determinacion de solidos solubles totales (SST) y de la masa de

solidos extraidos

El porcentaje de sélidos solubles totales (SST) de cada extracto se determind
empleando una balanza de humedad (IR KERN MLS 50-3) el resultado obtenido fue
en porcentaje de humedad de la muestra, por lo que el porcentaje de solidos se obtuvo
de la siguiente manera.

% SST=100% - % humedad [Ec. 1]

La masa de sélidos extraidos se obtuvo a partir de la siguiente formula:

% SST [Ec. 2]

Sélidos extraidos (g) = Volumen del extracto *

(Salomon Izquierdo, Lépez Hernandez, & Gonzalez Sanabia, 2011)

Y para determinar el rendimiento de la extraccion:

solidos extraidos
% rendimiento de extraccién = — 8) +100 [Ec. 3]
peso inicial de la muestra (g)
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3.4.3.3. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos sobre el rendimiento de la extraccion de SST se analizaron

con el Software Statgraphics Centurion version XVIL.1.
3.4.4. Obtencion del extracto liquido

Con el andlisis estadistico se eligio el mejor tratamiento, el cual se empled para la
obtencion eficiente del extracto liquido a mayor escala, siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado 3.4.3.1., se utiliz6 una plancha de calentamiento (Isotermp,
USA) vy un agitador vertical (Thomas, USA) para la extraccion de los principios
activos. El tratamiento utilizado fue con aplicacion de ultrasonido y una relacién
material vegetal: volumen de disolvente de 1:15 (90 g: 1350 ml), posteriormente se
determind el % SST y la masa s6lida del extracto liquido (apartado 3.4.3.2).

El extracto se concentré en un 20 % mediante evaporacion en una plancha de
calentamiento con agitacion (IR KERN MLS 50-3) a 500 RPM vy a la temperatura de
ebullicion del agua, se empled la siguiente formula para determinar el volumen del

extracto concentrado al que se llego:

Cd * Vd
V. =
C CC

[Ec. 4]

Donde:

V. = Volumen del extracto concentrado

C. = Concentracioén del extracto concentrado
Cq = Concentracion del extracto diluido

V4= Volumen del extracto diluido
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3.4.5. Secado por aspersion

En una plancha de calentamiento con agitacion (IR KERN MLS 50-3) se mezclo el
extracto liquido concentrado con 7 g de maltodextrina (la cantidad de maltodextrina
utilizada fue igual al 30 % de la masa solida del extracto). La mezcla se seco en el
equipo Mini Spray Dryer (BUCHI B-290, Switzerland) a una temperatura de entrada
de 120 °C y una temperatura de salida de 80 °C. Finalmente se determind el

rendimiento del secado del extracto con la formula:

g extracto seco obtenido
(g masa solida extraida+g maltodextrina)

+100 [Ec. 5]

% Rendimiento =

3.4.6. Caracterizacion fisico-quimica del extracto seco de las hojas de

diente de ledn (Taraxacum officinale)

3.4.6.1. Cuantificacién de polifenoles del extracto seco

Para determinar la cantidad de polifenoles totales del extracto se emple6 el Método de
Folin-Ciocalteu modificado (Dewanto, Xianzhong, Kafui, & Rui, 2002), es un método
colorimétrico que consiste en la reduccion de un complejo de fosfowolframato-
fosfomolibdato para formar un producto de coloracién azul que indica la presencia de
los polifenoles. Se utilizé una curva estandar de acido galico a concentraciones que
van desde 50 a 200 mg/l (Anexos X, XI) a partir de la cual se calcul6 la cantidad de

polifenoles totales.
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3.4.6.1.1. Determinacion de los polifenoles

Para el ensayo se partié con una solucion del extracto al 5 % que se centrifugd a 13000
RPM durante 20 min en una microcentrifuga (Labnet), posteriormente se llevd el

extracto a una dilucion de 1/20.

Se hizo reaccionar 0,1 ml del extracto diluido con 0,1 ml del reactivo de Folin-
Ciocalteu durante 2 min y con agitacion en un voértex (Fisher Scientific, USA), se
agreg6 2 ml de una solucion de carbonato de sodio al 7,5 % y se aford a 5 ml con agua
destilada, se dejo reposar por 1 h'y se midio6 la absorbancia a 750 nm (los valores de
absorbancia deben encontrarse dentro de la curva estandar de acido galico). El blanco
empleado fue agua destilada. El ensayo se realizé por triplicado y el contenido de
polifenoles totales se calculd a partir de los valores de la curva estandar de &cido galico
y de la absorbancia obtenida, y con la siguiente formula:

abs a 750 nm—-0,0026
0,0018

Polifenoles (?) = *FD [Ec. 6]

Donde:

FD: factor de dilucion

3.4.6.2. Determinacion de la humedad del extracto seco

La humedad del extracto seco se determiné empleando una balanza de humedad (IR
KERN MLS 50-3), donde se colocaron 3 g del extracto seco, el resultado se obtuvo

como porcentaje de humedad.
34.7. Determinacioén de la actividad citotoxica del extracto seco

Para la determinacion de la actividad citotdxica del extracto seco de hojas de diente de
leon se empled el método de MTT (bromuro de 3-(4-5dimetildiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) con modificaciones (Carvajal et al., 2013). El ensayo consistio en la
reduccion del MTT por la presencia de la enzima succinato deshidrogenasa dando

lugar a la formacion de un compuesto de color azul o formazan, las células viables
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tienen la capacidad de formar estos cristales de formazan, por lo tanto, mientras en el

ensayo se presente menor coloracién mayor sera el efecto citotoxico de la planta.

3.4.7.1. Ensayo in vitro de la actividad citotdxica

Se prepar6 una solucion madre del extracto a una concentracion de 50 mg/ml en buffer
fosfato salino o PBS (100 ml de PBS pH 7.4 (10X)/ 900 ml de agua destilada), se
esterilizé la solucion mediante filtracion utilizando filtros estériles de 0,22 pm
(MILLEX-GP, Syringe Filter Unit) y se realizaron diluciones seriadas del extracto
desde 1x107 1 hasta 1x10712,

Se inocularon las células MCF-7 en placas de 96 pocillos (10000 cel/ pocillo) con
medio RPMI 1640 (1X) y se dejaron en incubacion durante 24 h a 37 °C, atmosfera
himeda y 5 % de COz en una incubadora de CO. (Thermo Scientific Fisher, USA),
para permitir que las células se adhieran a la pared de los pocillos. Una vez transcurrido
las 24 h, se verificd la presencia de células vivas y se retiro el medio RPMI 1640 (1X)
de los pocillos y se incorporaron 100 pl de las diluciones seriadas del extracto en cada
pocillo a excepcion de una columna que sirvié como control, se realizaron un total de
11 tratamientos con 8 réplicas de cada uno y se incubaron por 48 h a 37 °C, atmosfera
himeda y 5 % de CO-, se retir6 el tratamiento y se lavo las células con PBS 1X para
eliminar restos celulares. Se mezclaron 10 ml de RPMI sin rojo fenol, 1 ml de PBS y
5mg de MTT y se afiadieron 100 pl de la mezcla en cada pocillo, se incubaron por 4
h en las mismas condiciones, en durante este tiempo las células vivas daran lugar a la
formacion de los cristales de formazan.

Finalmente para detener la reaccion y disolver los cristales de formazan se afiadieron
100 pl de dodecil sulfato de sodio (SDS-HCL al 0,01 %), se dejaron en incubacion
durante 12 h y se leyeron las absorbancias a 570 nm en el espectrofotometro lector de
microplacas (Victor X3, PerkinElmer). El blanco utilizado fueron las células MCF-7
sin tratamiento. Una regresion no lineal de la grafica resultante indica la viabilidad
celular en cada tratamiento, ademas se realizo la IC50 para determinar la efectividad

del extracto.
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3.4.8. Determinacion de la actividad antiinflamatorio del extracto seco
de las hojas de diente de ledn (Taraxacum officinale)

La actividad antiinflamatoria del extracto hidrosoluble de las hojas de diente de ledn
se realiz6 empleando el método de estabilizacion de la membrana de los eritrocitos
humanos(Fernandez et al., 2007).

En un proceso inflamatorio se pueden ver afectados ciertos organulos como los
lisosomas que estan especializados en la digestion celular, estos pueden provocar o
agravar un proceso inflamatorio si se produce la liberacion de las enzimas hidroliticas
que poseen (Fernandez et al., 2007). Los eritrocitos poseen una membrana similar a la
membrana de los lisosomas (Acostupa, Chavez, Mejia, Pauta, & Tucunango, 2017),
por lo que han sido utilizados para la determinacidon de la actividad antiinflamatoria en

la presente investigacion.

Para la induccion de la ruptura de la membrana de los glébulos rojos, necesaria para
la determinacion de la actividad antiinflamatoria, se emple6 el factor calor
(temperatura de 54 °C). Makhro et al. (2016), reportaron que los eritrocitos se
mantienen estables hasta una temperatura de 49 °C por lo que es necesario aumentar
la temperatura para producir la lisis celular. Esta ruptura da lugar a la liberacion de la
hemoglobina contenida en el eritrocito, donde la coloracién de la solucién resultante
permitié determinar mediante espectrofotometria la capacidad del extracto para
proteger la membrana del eritrocito, la estabilizacion de la membrana puede

representar la accion antiinflamatoria in vitro del extracto (Garcia Lépez, 2016).
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3.4.8.1. Ensayo in vitro de la actividad antiinflamatorio del extracto seco de
las hojas de diente de ledn (Taraxacum officinale)

Se recolectaron 5 ml de sangre de una persona que no haya consumido ningudn tipo de
antiinflamatorio durante dos semanas, la sangre se centrifugd en una centrifuga
Rotina 380 (Hettich Zentrifugen, Germany) a 3000 RPM por 10 min, se retiro el
sobrenadante y se lavaron los eritrocitos (precipitado) con 3 ml de una solucién de
PBS (100 ml de PBS pH 7.4 (10X)/ 900 ml de agua destilada) a 3000 RPM por 5 min
y se desechd el sobrenadante. El proceso de lavado se repitio 4 veces. Finalmente se
realiz6 una solucién de eritrocitos al 40 % v/v con solucién de PBS.

Se prepar6 una solucion madre de 40 mg/ml del extracto seco con la solucion de PBS,
a partir de la cual se realizaron soluciones de 0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5y 5,5 mg/ml.
Una vez preparadas las soluciones se procedio a realizar los ensayos en tubos plasticos

de centrifuga con una capacidad de 15 ml, el procedimiento se describe en la tabla Il.

Tabla 1. Cantidad de las soluciones y condiciones del ensayo de la actividad
antiinflamatoria

Tubo Sol. del Sol. Eritrocitos Sol. Condiciones
extracto al 40 % PBS

DO1 3mi 30 ul - Sin calentar, reposo por 20
min

DO2 3mi 30 ul - Calentar en bafio maria a
54 °C por 20 min

DO3 - 30 i 3ml Calentar en bafio mariaa 54 °C
por 20 min

Nota. DOL1. Representa el ensayo control, DO2. Permite determinar si el extracto protege la membrana
de los eritrocitos de la lisis que produce el calor, DO3. Se utiliza la solucién de PBS en lugar del extracto
para demostrar que este no proporciona proteccion a la membrana de los eritrocitos ante la presencia de

calor. El calor es el factor que se utilizé para provocar la lisis celular.
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Una vez realizados los ensayos, los tubos se llevaron a centrifugacion en la centrifuga
Rotina 380 (Hettich Zentrifugen, Germany) a 3000 RPM por 20 min y se leyo la
absorbancia del sobrenadante a 540 nm en el espectrofotometro UV-VIS (HACH DR
5000, Germany), los datos se registraron para la determinacion de la actividad

antiinflamatoria. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Se desarrollé el mismo procedimiento empleando una solucién de aspirina (advanced
650/65 mg) en las mismas concentraciones que el extracto para realizar la
comparacion de actividad antiinflamatoria entre el extracto seco y la aspirina.

Para la determinacion de la actividad antiinflamatoria se empled la siguiente formula:

DOZ—DOI) [EC. 7]

% Actividad antiinflamatoria = 100 = (1 ~ Do3_Do1

(Shinde et al., 1999)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis y discusion de resultados

4.1.1. Determinacién de solidos solubles totales

Para la obtencién del porcentaje de sélidos solubles totales (SST), bajo el disefio
experimental 22, las hojas trituradas de diente de leén se sometieron a diferentes
tratamientos con los siguientes factores: con y sin aplicacion de ultrasonido y relacion

material vegetal: volumen del disolvente. Los resultados se presentan en la tabla I11.

Tabla I11. Porcentaje de SST, masa sélida extraida y rendimiento de la
extraccion.

Tratamiento  Relacion SST Masa sélida  Rendimiento

Ensayo Replica MV MV: D (%) extraida de extraccion
(9) (%)

1 1 S/U 1:15 2,23+0,02 1,12+ 0,01 11,18 +0,11

2 2,01+£0,04 1,13+ 0,02 11,28 £ 0,20

2 1 S/U 1:20 1,96 £ 0,01 1,90 £0,01 18,96 + 0,07

2 1,90+0,01 2,21+£0,01 22,10+ 0,08

3 1 C/lU 1:15 2,67 £0,03 2,40+ 0,01 24,03+ 0,13

2 2,59+ 0,03 2,39+0,01 23,87+ 0,07

4 1 C/lU 1:20 2,05+£0,04 2,30+ 0,02 23,02 +0,24

2 2,01 +£0,02 2,29+0,01 22,86 + 0,08

Nota: MV. Material vegetal, MV: D. Material vegetal: volumen de disolvente, SST. Sélidos solubles

totales, S/U. Sin aplicacion de ultrasonido, C/U. Con aplicacion de ultrasonido.

En la tabla 11l se observa que, el rendimiento de extraccion de SST se presenta en un
intervalo que va desde 11,18 % hasta 24,03 %. La réplica 1 del ensayo 3 con un
24,03 % representa el porcentaje de rendimiento de extraccion mayor en comparacion

al resto de ensayos.
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La extraccion de los solidos solubles totales esta determinada por diversos factores.
En este trabajo se ha estudiado la influencia de la relacion material vegetal: volumen
de disolvente y la aplicacion de ultrasonido para la determinacion del % SST. En la
tabla I11 se observa que, se obtiene un mayor porcentaje de SST extraidos al aplicar la

técnica de ultrasonido.

Rodriguez-Riera, Robaina-Mesa, Jauregui-Haza, Rodriguez-Chanfrau, & Blanco-Gonzalez
(2014), afirman que el proceso de extraccion de metabolitos es mucho mas eficiente al
someter al material vegetal a ultrasonido por lo que se obtiene una mayor cantidad de
solidos solubles. Wang et al. (2016), explicaron en su estudio que la aplicacion de
ultrasonido permite la penetracion del disolvente en las particulas del material vegetal
obteniéndose la mayor cantidad posible de principios activos lo que proporciona un

efecto beneficioso en cuanto al rendimiento de la extraccion.

Acosta, Izquierdo, Sevilla, & Nuevas (2016), demostraron que la extraccion asistida
por ultrasonido en combinacidén con métodos convencionales como la extraccion con
solvente disminuye el tiempo de extraccion de los metabolitos, por lo que se evita la
degradacidn térmica de los componentes y se disminuye la cantidad de disolvente para
la extraccion, lo que fue comprobado en el presente estudio, ya que el rendimiento mas
alto se obtuvo con una relacion de MV: D de 1:15 (Tabla IV).
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4.1.2. Determinacion del mejor tratamiento mediante analisis estadistico

Una vez obtenido el rendimiento de extraccion de SST se empled el Software
Statgraphics Centurion version XV1.1. para analizar y determinar el mejor tratamiento
para la extraccion eficiente de los principios activos hidrosolubles de las hojas de
diente de ledn, el diagrama de Pareto de los resultados obtenidos se presenta en la

siguiente figura.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Rend

o+
B:Ultrasonido e -
A:Relacion
0 2 4 6 8 10

Efecto estandarizado

Figura 1. Diagrama de Pareto estandarizado para el rendimiento de la extraccion de SST
Fuente. Software Statgraphics Centurion versién XV1.1.

El diagrama de Pareto representado en la fig. 1 muestra que los factores (A y B), al
igual que su interaccion sobrepasan el efecto estandarizado, es decir que, los factores
relacion material vegetal: volumen de disolvente (A) y tratamiento del material vegetal
(B) influyen significativamente en la obtencion de los sélidos solubles del extracto.

22



Para la obtencién del mejor tratamiento se empled la “Optimizacion de respuesta

experimental” del Software. El resultado se presenta en la siguiente tabla.

Tabla IV. Niveles 6ptimos de los factores para la obtencion del mejor
tratamiento.

Factor Bajo Alto Optimo
Relacion MV: D 1:15 1:20 1:15
Tratamiento del MV SuU U U

MV: D. Material vegetal: volumen del disolvente.

Fuente: Software Statgraphics Centurion versién XV1.1.

En la tabla IV se observa que el nivel éptimo de la relacion material vegetal: volumen
del disolvente fue la relacion 1:15, mientras que para el tratamiento del material
vegetal, el nivel 6ptimo fue la aplicacion de ultrasonido (U). EI mejor tratamiento bajo
estas condiciones fue el tratamiento realizado en el ensayo 3 (tabla IlI) que
proporcion6 un valor promedio de rendimiento de extraccion de SST de 23,95 %.

La interaccion entre los niveles de los factores se analizé empleando la gréfica de

interaccion. Los resultados se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Grafica de interaccion para el rendimiento de extraccion de SST

Fuente: Software Statgraphics Centurion versién XV1.1.

En la gréfica de interaccion (figura 2) se observa que, la interaccion entre la aplicacion
de ultrasonido y una relacion 1:15 permite obtener el mayor rendimiento de extraccion,
seguida por el tratamiento con ultrasonido y una relacion 1:20, es decir, que la
aplicacion de ultrasonido es necesaria para obtener valores altos de rendimiento. La
aplicacion de ondas de ultrasonido aumenta el rendimiento de extraccion ya que
permite que el solvente ingrese al interior de la célula y extraiga con mayor facilidad

los componentes de la misma (Prieto, Gonzalez, & Abella, 2011).
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Por otro lado en la figura 3 se representa la gréafica de superficie de respuesta estimada.

Superficie de Respuesta Estimada

Rend

-1 -0,6 0,2 0.2

0,6 1 1 Ultrasonido
Relacion

Figura 3. Superficie de respuesta estimada del rendimiento de extraccion de SST.
Fuente: Software Statgraphics Centurion versién XV1.1.

El grafico de la superficie de respuesta estimada proporciona una representacion
tridimensional de la respuesta experimental obtenida, que permite visualizar de manera

mas clara los niveles de los factores estudiados y el mejor tratamiento (Figura 3).

En el grafico se observa que independientemente de la relacion MV: D, existe una
mayor expansion en la region que representa la utilizacion de ultrasonido y con base
al empleo de la relacién 1:15 y 1:20, el punto mas alto se encontrd en la relacion 1:15,
es decir que a partir de la aplicacién de ultrasonido se puede determinar qué cantidad
de MV: D se debe emplear.
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4.1.3. Anélisis del secado por aspersion del extracto acuoso de las hojas

de diente de ledn

El rendimiento del proceso de secado por aspersion obtenido se representa en la
tabla V.

Tabla V. Rendimiento del secado por aspersion del extracto

Extracto Volumen Peso teérico del Peso obtenido del Rendimiento
acuoso (ml) extracto seco extracto seco (%)
)] )]
Concentrado 880 30,1 28,55 93,88
al 20 %

El rendimiento del secado depende de los parametros utilizados en el proceso, entre
ellos se encuentra la cantidad de maltodextrina y las temperaturas de entrada y salida.
Estudios realizados por LOpez Herndndez, Torres Amaro, Gonzalez Sanabia, &
Rodriguez Ferrada (2008), indican que al utilizar maltodextrina en un 30 % se obtiene
un rendimiento de secado del 70 %. La maltodextrina es un aditivo inerte que actla
como coadyuvante en el proceso de secado, evita la adherencia del producto en las
paredes del equipo por lo que permite la facil recuperacion del producto al finalizar el
proceso aumentando el rendimiento del mismo (Lépez Hernadez, Mufioz Cernada,

Carmona Fernandez, Torres Amaro, & Gonzalez Sanabria, 2006).

Lopez Hernandez, Torres Amaro, Salomon lzquierdo, Gonzélez Sanabia, & Chavez
Figueredo (2008), mencionan que al emplear temperaturas de entrada y salida de 120
°C y 80 °C respectivamente el rendimiento aumenta al 90 %, por lo tanto, al haber
tomado en cuenta estos dos parametros para el desarrollo del presente estudio, el
rendimiento del secado obtenido fue de 93,88 % (tabla V), valor que representa un

proceso eficiente de secado.

Segun Coronel Delgado (2015), el secado por aspersion permite preservar los
componentes del extracto de la volatilizacién y oxidacion por la presencia de los
aditivos empleados para el secado. Ademas LOPEZ HERNANDEZ et al. (2010),
indican que el empleo de esta tecnologia le proporciona al producto seco un largo
tiempo de vida util en comparacion con los extractos liquidos, mayor estabilidad del

producto y facil almacenamiento.
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4.1.4. Anélisis de las caracteristicas fisico-quimicas del extracto seco de
las hojas de diente de ledn

4.1.4.1. Analisis de la humedad del extracto seco

Segun Arrazola, Herazo, & Alvis (2014), la humedad de los productos obtenidos
mediante secado por aspersion empleando maltodextrina, alcanzan valores de hasta
5,5 % de humedad, LOPEZ HERNANDEZ et al. (2010), establecen que la humedad
debe encontrarse por debajo del 10 % para asegurar la calidad del producto, es decir
que el valor obtenido se encuentra dentro del limite maximo establecido, ya que el

contenido de humedad del extracto seco de las hojas de diente de ledn fue de 2,86 %.

Por otro lado el extracto obtenido resulto ser higroscopico por lo que la determinacién
de la humedad es fundamental. Tee, Lugman Chuah, Pin, Abdull Rashih, & Yusof
(2012), mencionan que en ciertos casos existe una relacion inversamente proporcional
entre la humedad y la higroscopicidad, ya que el polvo al poseer menor contenido de
humedad absorbe con mayor facilidad la humedad del ambiente. Por lo tanto el
extracto seco obtenido se almacend al vacio para evitar la absorcién de la humedad del

ambiente y proteger los principios activos del mismo.

4.1.4.2. Andlisis de la cantidad de polifenoles del extracto seco

En este estudio se realiz6 la determinacion de la cantidad de polifenoles del extracto
seco de las hojas de diente de le6n en base al método colorimétrico Folin—Ciolcateu.
La oxidacién de los polifenoles por la presencia del reactivo Folin—Ciolcateu da lugar
a la formacién de un color azul, que dependiendo de su intensidad muestra la cantidad
de polifenoles presentes en la muestra (Valenzuela Bustamante, 2015). Los resultados
obtenidos de la cantidad de polifenoles contenidos en el extracto seco se representan
en la tabla V1.
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Tabla V1. Polifenoles presentes en el extracto seco de las hojas de diente de ledn

Polifenoles totales Polifenoles totales
(mg/ L)*FD (mg/ g de extracto seco)
Extracto seco 3104,44 62,08

FD. Factor de dilucion

En el extracto seco de los principios activos hidrosolubles de las hojas de diente de
ledn se encuentra una cantidad de 62,08 mg/g. Segun Jaramillo Jaramillo, Jaramillo
Espinoza, D’ Armas, Troccoli, & Rojas de Astudillo (2016), la cantidad de polifenoles
presentes en un extracto alcoholico de esta planta es de 22,3 mg/g, es decir que, el
extracto hidrosoluble posee una mayor cantidad de polifenoles en comparacion con el
extracto alcoholico y que ademas la aplicacion del secado por aspersion ayuda a
preservar los principios activos de la planta. Gil Garzén, Alzate Tamayo, Sanchez-
Camargo, & Millan Cardona (2011), afirman que ademas de los multiples beneficios
de emplear el secado por aspersion este permite la conservacion de las propiedades

bioactivas del producto.

Los polifenoles son compuestos que se originan en las plantas como producto de su
metabolismo secundario, las plantas poseen una gran variedad de polifenoles, que por
sus propiedades antioxidantes presentan diversas actividades biol6gicas beneficiosas
para la salud (Quifiones et al., 2012).

Entre los compuestos hidrosolubles que presenta el diente de le6n se encuentran
polifenoles tales como acidos fenolicos; acido cafeico y otros derivados del &cido
cinamico, taninos (Ferraro, Martino, Bandoni, & Nadinic, 2015), hidroxicumarinas
como la cichorina, esculina y flavonoides como apigenina, luteolina y sus derivados
(Asqui Laldn, 2012; Gonzélez, 2007), entre otros.
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4.15. Actividad antiinflamatoria del extracto seco de las hojas de diente

de ledn (Taraxacum officinale)

En la figura 4 se presentan los resultados sobre el porcentaje de actividad
antiinflamarotia del extracto seco en comparacion al porcentaje de actividad de la

aspirina, un antiinflamatorio comercial.

B EADL m Aspirina

70,00
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60,00 52,74
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Figura 4. Comparacion de los promedios del porcentaje de la actividad antiinflamatoria del extracto
seco del diente de ledn y la aspirina. ~== muestra un mayor porcentaje de actividad por parte del
extracto seco. EADL.: extracto acuoso de diente de leon.

En la figura 4 se observa que el extracto seco present6 actividad antiinflamatoria a
partir de la concentracion 2,5 mg/ml, la misma que va aumentando conforme aumenta
la concentracion del extracto, pero no en base a una relacion directamente proporcional
definida, debido a la sensibilidad del método. Sin embargo, a una concentracién de
5,5 mg/ml la actividad del extracto seco del diente de ledn fue la méas alta con un valor
de 58,89 % y supera a la actividad de la aspirina que presentd un porcentaje de
52,74 %.
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La actividad antiinflamatoria demostrada por el extracto puede deberse al contenido
de polifenoles del mismo. Parvin et al. (2015), mencionan que se han mostrado efectos
antiinflamatorios por parte de flavonoides y taninos, mientras que una investigacion
realizada por Modaresi & Resalatpour (2012), afirma que los compuestos fendlicos del
diente de ledn actuan protegiendo la membrana de los glébulos rojos de lesiones y

previniendo su dafio.

Oyedapo, Akinpelu, Akinwunmi, Adeyinka, & Sipeolu (2010), suponen que el efecto
estabilizador de la membrana podria deberse a la unién, mediante cargas, de los
componentes del extracto con la membrana del eritrocito, permitiendo proteger a la
membrana de agentes que estén involucrados en la lisis de la misma. Se ha demostrado
que los taninos y saponinas poseen la capacidad de enlazar cationes, por lo que podrian

estabilizar la membrana de los eritrocitos, al igual que los flavonoides.

29



4.1.6. Actividad citotdxica del extracto seco de las hojas de diente de ledn
(Taraxacum officinale)

Los resultados del analisis de actividad citotdxica del extracto acuoso de las hojas de

diente de ledn mediante el ensayo de MTT se presenta en la siguiente figura.
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Figura 5. Actividad citotoxica del extracto acuoso de las hojas de diente de ledn en células de cancer
de mama MCF-7 empleando diluciones seriadas desde 1,00E-01 hasta 1,00E-11. La concentracion

del extracto fue de 50 mg/ml.

En base a los resultados de la figura 5 el extracto acuoso presento actividad citotdxica
sobre las células de cancer de mama MCF-7, el mayor porcentaje de muerte celular se
alcanz6 al emplear una dilucién de 1,00E-01, cuyo valor fue de 87 %, mientras que,
en la dilucion de 1,00E-11 se obtuvo una muerte celular solo del 18,7 %. Ademas, el
IC50 obtenido fue de 0,024, lo que indica que es un extracto activo para inhibir este
proceso biolégico empleando la concentracion de 50 mg/ml
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Estudios celulares in vitro han demostrado actividad citotoxica por parte de los
polifenoles, los cuales interfieren en el desarrollo de celulas cancerigenas,
interrumpiendo su ciclo celular e iniciando el proceso de apoptosis (Govea Salas,
Zugasti Cruz, Silva Belmares, Valdivia Urdiales, & Rodriguez Herrera, 2013).
Quifiones et al. (2012), en su investigacion mencionan que los flavonoides tienen la
capacidad de inducir efectos moduladores de la apoptosis, ademas Farifia Flores
(2016), sefalan que estos compuestos pueden actuar en cualquiera de las etapas de la

carcinogeénesis.

La luteolina en cambio estd relacionada con la proteccion del ADN ante especies
reactivas de oxigeno, por lo que seria considerado un componente para la prevencion
del cancer (Gonzélez-jiménez, Hernandez-espinosa, Cooper-bribiesca, & Nurfiez-
breton, 2015), al igual que el acido caféico que neutraliza las especies reactivas de
oxigeno (Zapata, Cortes, & Rojano, 2013).

4.2. Verificacion de hipotesis

En base a los resultados obtenidos se acepta la hipétesis alternativa indicando que el
extracto hidrosoluble seco de hojas de diente de ledn (Taraxacum offininale) si

presenta potencial como agente antiinflamatorio y citotoxico.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

1. Los componentes hidrosolubles de las hojas de diente de ledn (Taraxacum
officinale) se extrajeron mediante la decoccion del material vegetal, donde se
obtuvo una mayor cantidad de sélidos solubles totales empleando ultrasonido y

una relacion material vegetal: volumen de disolvente de 1:15.

2. Laaplicacion de la tecnologia de secado por aspersion permitié obtener un extracto
seco de los principios hidrosolubles de las hojas de diente de ledn, con un
rendimiento de secado del 93,88 %, humedad del extracto del 2,86 % y un

contenido de polifenoles de 62,08 mg/g.

3. Se evaluo la actividad citotdxica del extracto seco de las hojas de diente de ledn
(Taraxacum officinale) en células de cancer de mama in vitro empleando el método
de MTT, el extracto present6 un porcentaje de muerte celular de un 87 % utilizando

una dilucion de 1,00E-01, cuya concentracion madre fue de 50 mg/ml.

4. La actividad antiinflamatoria del extracto seco de las hojas de diente de ledn
(Taraxacum officinale) fue evaluada mediante el método de estabilizacion de la
membrana de los eritrocitos humanos y se compar6 con la actividad de la aspirina.
A una concentracion de 5,5 mg/ml y con respecto a las demés concentraciones
empleadas, el extracto presento la mayor actividad siendo esta del 58,89 % y

superd a la aspirina que demostrd una actividad del 52,74 %
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5.2. RECOMENDACIONES

1. Ampliar el estudio a otras actividades biolégicas que puedan presentar los

principios activos de las hojas de diente de ledn (Taraxacum officinale).

2. Emplear diferentes disolventes para la extraccion de los principios activos de las
hojas de diente de leon (Taraxacum officinale) y comparar la actividad de los

mMismos.

3. Realizar una identificacion y cuantificacion de los principios activos presentes en

el extracto hidrosoluble de las hojas de diente de ledn (Taraxacum officinale)
4. Realizar un estudio especifico del mecanismo de accién de los principios activos

de las hojas de diente de ledn (Taraxacum officinale) sobre el crecimiento de las

células de cancer de mama MCF-7 y la actividad antiinflamatoria in vitro.
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ANEXOS

Anexo I: recoleccion (a) y secado de las hojas de diente de ledn (b, c).

Anexo I1: determinacion de solidos solubles totales del extracto acuoso.
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Anexo I11: proceso de secado por aspersion del extracto acuoso.

Anexo 1V: determinacion de polifenoles del extracto seco.
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Anexo VI: andlisis de varianza del % de rendimiento de extraccion de SST

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
34,5293 1 34,5293 28,46 0,0129 *
B 114,982 1 114,982 94,77 0,0023 *
Ab 53,449 1 53,449 44,05 0,0070 *
Replica 1,14996 1 1,14996 0,95 0,4021
Error total ~ 3,63999 3 1,21333
Total (corr.) 207,75 7

Nota: A. Relacion material vegetal: volumen de disolvente, B. Tratamiento del material vegetal. Los
resultados se analizaron a un 95% de confianza. * indica que existen diferencias significativas

Fuente: Software Statgraphics Centurion versién XV1.1.

Anexo VII: valores de concentracidén y absorbancia para la curva estandar de

acido galico.
Concentracion Absorbancia
mg/l 750 nm
0,00 0,000
50,6 0,096
99,5 0,187
151,1 0,263
196,0 0,357

Anexo VIII: curva de acido galico
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Figura 1. Curva estandar de acido galico.
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