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RESUMEN

La utilizacion tradicional de Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja
incana) por sus propiedades medicinales han sido principal fuente de investigacion
para avances cientificos. Los extractos acuosos, hidroalcohdlicos (50:50) y
etanolicos de las hojas de Marco y Quishuar se sometieron a pruebas in vitro para
la determinacién de las actividades bioldgicas antioxidante, antiinflamatoria y
citotdxica. La determinacion de la actividad antioxidante se baso en el método de
quimioluminiscencia en el cuél el mejor tratamiento que present6 gran capacidad
antioxidante fue el extracto hidroalcohodlico (50:50) de  Quishuar
180629,19 +293,40 pg acido gélico/g extracto. La actividad antiinflamatoria se
evalué mediante el método de estabilizacion de membrana de los eritrocitos
humanos, el extracto etandélico de Marco tuvo 88,57 % de capacidad
antiinflamatoria, en comparacion con el antiinflamatorio testigo utilizado la
aspirina, 87,66 %. La capacidad citotdxica se determind mediante el método
colorimétrico MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio,
sal de tetrazolio), utilizando células MCF-7. EIl extracto capaz de inducir a una
apoptosis celular fue el extracto etanolico de Marco ya que en el ensayo se
evidencio6 un indice de concentracion inhibitoria maxima media (IC50) de 0,0043
lo que indica que con esa minima cantidad la toxicidad del extracto fue letal en las
células. Con los resultados obtenidos se afirma que el disolvente utilizado en la
extraccion de metabolitos secundarios incide en las actividades bioldgicas de las
plantas. Adicionalmente Marco y Quishuar al tratarse de plantas aborigenes de la
region Sierra de los Andes Ecuatorianos estan expuestas a factores extrinsecos
como el clima, la temperatura, el viento y las precipitaciones que afectan la

produccién de metabolitos en las plantas.

Palabra clave

Secado por aspersion, actividad antioxidante, actividad antiinflamatoria, actividad

citotoxica, Marco (Ambrosia arborescens), Quishuar (Buddleja incana)
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ABSTRACT

The tradicional use of Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja
incana) for their medicinal properties has been the subject of research aimed at
scientific advances. The watery, hydroalcoholic (50:50) and ethanolic extracts of
Marco leaves were used in in vitro experimentation in order to determine
antioxidant, antiinflammatory and cytotoxic biological activity. The concentration
of antioxidant activity was determined using the chemiluminiscence method in
which the best effective treatment was the hydroalcoholic extract (50:50) of leaves
of Quishuar 180629,191 £293,399 ng galic acid/g extract. The antiinflammatory
activity was evaluated using the membrane stabilization method with human
erythrocytes, in which the ethanolic extract of Marco leaves showed 88,57% of
antiinflammatory capacity, in contrast to the antiinflammatory control using asprin,
measured at 87,66%. The cytotoxic capacity was determined with a colorimetric
MTT method 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide
using MCF-7 cells. With the ethanolic extract, a cellular apoptosis was produced,
obtaining an IC50 of 0.0043. This evidences that with a minimal quantity of the
extract, lethal toxicity levels were reached in the cells. The results obtained confirm
that the disolvent used in the extraction of secondary metabolites affects the
biological activities of the plants. In addition, Marco and Quishuar, being plants
native to the Sierra region, are exposed to extrinsic factors such as climate,

temperature, wind and rainfall that affect the production of metabolites in plants.

Keywords:

Spray drying, antiinflamatory activity, antioxidant activity, cytotoxic activity,

Marco (Ambrosia arborescens) and Quishuar (Buddleja incana)
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INTRODUCCION

Los compuestos terapéuticos complejos que se utilizan como tratamiento de
patologias pueden ser de origen natural o sintético (Lahiou, 2014).

Enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson son producidas por un
desequilibrio de especies reactivas de oxigeno (ERO) que originan el estrés
oxidativo. El tratamiento farmacoldgico es indispensable para mejorar los sintomas
de la enfermedad, pero el uso de farmacos sintéticos causan efectos secundarios

como la hipotension, vomito, alucinaciones (R. Garcia, 2016).

El cancer es una enfermedad que implica una proliferacion celular anormal de
manera descontrolada y la quimioterapia es el tratamiento indicado para combatir
ésta enfermedad. Este tipo de patologias usan medicamentos de origen sintético.
Los farmacos citotdxicos pueden producir depresion de la médula dsea y del
sistema inmunologico, ademas de aumentar la susceptibilidad a procesos
infecciosos, entre otros (OMS, 2004).

Un proceso inflamatorio suele tratarse con medicamentos antiinflamatorios no
esteroideos o corticoides, pero este tipo de farmacos causan efectos adversos como
desarrollo de la hipertension, problemas digestivos y aumento en el deterioro de los

huesos (Velazquez , Guyat, Manzanares, Aguirre, & Gelabert 2014).

En las ultimas décadas se ha puesto énfasis en la fitoterapia es decir en la utilizacion
de productos farmacéuticos de origen natural a partir de plantas medicinales porque
producen menos efectos secundarios sobre la salud de quienes los consumen (Pérez
& Hernandez, 2014).

La region Andina del Ecuador tiene gran diversidad de plantas endémicas que son
la principal fuente para la medicina tradicional. Entre las plantas que se localizan
en la regién sierra estan Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja
incana) con propiedades medicinales reconocidas por los pobladores de la region.
Marco es utilizada por sus cualidades para aliviar la migrafia, dolores de cabeza y

disminuye la inflamacion de lesiones producidas por golpes (Correa, J, & H, 1990).



Quishuar tiene usos medicinales empiricos para tratamiento antirreumatico
(Reynel, 2009).

El objetivo de este trabajo es enfocarse en la determinacién in vitro de las
actividades bioldgicas antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica de Marco y
Quishuar, para tener un fundamento cientifico que respalde su utilizacion para la

biosintesis de productos farmacéuticos.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1.Tema de Investigacion

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE,
ANTIINFLAMATORIA Y CITOTOXICA IN VITRO DE LOS EXTRACTOS
VEGETALES DE MARCO (Ambrosia arborescens) Y QUISHUAR (Buddleja
incana), OBTENIDOS MEDIANTE SECADO POR ASPERSION.

1.2. Justificacion

Las plantas tienen propiedades y aplicaciones especificas, el uso de plantas como
medicina natural tradicional es una excelente alternativa para el tratamiento o
curacion de enfermedades, puesto que es el principal recurso de poblaciones
ancestrales. Entre las plantas endémicas del Ecuador localizadas en la region andina
del Ecuador se distinguen principalmente el Marco (Ambrosia arborescens) y el
Quishuar (Buddleja incana). Estas plantas generalmente son subutilizadas, es decir
son cultivadas sin fines comerciales. Por sus usos tradicionales en la medicina se
ha visto la necesidad de realizar investigaciones que contribuyan con la descripcion
de los principios activos y otros compuestos fitoquimicos caracteristicos de las
plantas en estudio. La investigacion cientifica servira como fundamento para una
posterior aplicacion en formulaciones farmacoldgicas, de tal manera que en el
mercado se expendan medicamentos de origen natural con la finalidad de mejorar
la calidad de vida de los consumidores, ya que sus principales beneficios son los
escasos efectos adversos que puedan provocarse por su ingesta. Ademas se generara
un impacto econémico positivo en las poblaciones que se dedican al cultivo
silvestre de estas plantas ya que se convertiran el sector productor de materia para
la industria farmacéutica. Su cultivo debe tener un sistema de desarrollo sustentable,

de tal manera que sea factible su conservacion en el medio ambiente.



El presente proyecto es innovador porque no hay investigaciones realizadas sobre
la actividad antiinflamatoria, antioxidante y citotdxica de las planta de Quishuar
que describan las propiedades de los principios activos, en cambio si se han
reportado trabajos de investigacion in vitro con extractos vegetales de la hoja de
Marco en los que se ha verificado la actividad citotoxica de sus componentes
fitoquimicos, sin embargo no se han encontrado trabajos de investigacion que sobre
la actividad antiinflamatoria y antioxidante de dicha planta, que contribuyan con

un fundamento de investigacion in vitro.
1.3.0bjetivos

1.3.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antiinflamatoria, antioxidante y citotdxica in vitro de los
extractos vegetales de Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja
incana), obtenidos mediante secado por aspersion.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Obtener extractos vegetales secos de Marco (Ambrosia arborescens) y
Quishuar (Buddleja incana) mediante la tecnologia de spray dryer o secado
por aspersion.

e Determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos vegetales de Marco
(Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) mediante el método

de estabilizacién de la membrana de los eritrocitos.

e Cuantificar la actividad antioxidante de los extractos vegetales Marco
(Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) mediante la

reaccién de foto-quimioluminiscencia.



e Determinar la actividad citotoxica de los extractos vegetales de la planta de
Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) con el uso del
colorante MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazolio, sal de tetrazolio).



CAPITULO I

MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes investigativos

2.1.1. Propiedades medicinales de las plantas

Las plantas por sus innumerables propiedades son indispensables para mejorar la
medicina moderna. Los extractos de las pantas medicinales se utilizan como drogas
para aliviar sintomatologias patoldgicas que pueda presentar un ser humano o un
animal (Cruz, 2009). Los productos del metabolismo secundario de las plantas son
los principios activos los cuales proporcionan beneficios de prevencion o curacion
con efecto fisiolégico en el organismo (Carvajal & Quintero, 2012). Las infusiones
y demas preparaciones caseras con plantas medicinales contienen principios activos

que desempefian su funcion una vez que hayan sido ingeridos (Estrada, 1985).
2.1.2. Marco (Ambrosia arborescens)

2.1.2.1. Clasificacion taxonémica

Segun Vera (2008) menciona que la clasificacion taxonémica de Marco es:
Reino: Plantae
Phylum: Spermatophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Ambrosia

Epiteto Especifico: arborescens

Especie: Ambrosia arborescens



2.1.2.2. Generalidades

Nombres comunes: Marku, altamira, mano de marco, marco (castellano)
(De la Torre, Navarrete, Muriel, Macia, & Balslev, 2008)

Habito: subarbusto.

Origen: nativa.

Etnias: Kichwa de la Sierra, Mestiza.
2.1.2.3. Descripcion boténica y hébitat

Ambrosia arborescens es un arbusto campestre de color verde que mide
1,5 a 3 metros de altura, esta cubierto por pubescencia sedosa de color plateado.
Sus hojas miden 10-20 cm de largo y 7-18 cm de ancho con margen sectado. Las
caracteristicas de la cara superior de las hojas de la planta es glabrascente, y cara

inferior es albescente; el peciolo mide 2-3 cm de longitud (Gupta, 1995).

Este arbusto crece en los paramos de la region interandina del Ecuador sobre los
2000-3500 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.) (Naranjo, 2010). Generalmente
se desarrolla como matorral en los bordes de los caminos, alrededor de los huertos

y cultivos, en acequias de regadio y riberas de rios (Sotta, 2000).
2.1.2.4. Usos tradicionales

El Marco estd clasificado dentro de la familia Asteraceae, que son plantas
aromaticas con cualidades medicinales conocidas entre las poblaciones de la region.
Se pueden mencionar los beneficios de sus usos para contrarrestar el estrefiimiento,
alteraciones de la proéstata, aliviar migrafias y dolores de cabeza, efectivo para
disminuir lesiones internas producidas por golpes y fracturas (Correa et al., 1990).
Las poblaciones ancestrales realizaban ungiientos grasos para ser aplicados como

tratamiento antirreumatico y antiinflamatorio (Palacios, 1997).

Las etnias culturales locales de la regién emplean las hojas con varios propdsitos
como evitar la formacion de llagas y Ulceras, propiciar la labor de parto. Ademas es

eficiente para regular la presion arterial porque posee aceites esenciales con



propiedades hipotensoras. Un uso comdn es la maceracion de la planta ya que sirve
con anestésico para aliviar los sintomas de picazén de los granos sarampion (De la
Torre et al., 2008).

Las ramas y las hojas de Marco se emplean eliminar microorganismos inferiores
como moscos, pulgas, piojos debido a la gran toxicidad de sus componentes
fitoquimicos tienen propiedades insecticidas (De la Torre et al., 2008). Para
desarrollar una agricultura sustentable con un porcentaje minimo de contaminacion,
los agricultores han considerado el uso de esta planta para contrarrestar las plagas
comunes de huertos y cultivos (Vera, 2008). Frecuentemente las hojas de marco
junto con el eucalipto, la santa maria y la ortiga se usan para tratar el “mal aire”

(Ibarra & Paredes, 2013).
2.1.2.5. Composicién Quimica

Analisis fitoquimicos del extracto de Ambrosia arborescens manifiestan la
presencia de aminoacidos libres, alcaloides, antraquinonas, azlcares reductores,

flavonoides, taninos (Alvarado, 2007).

La composicion quimica de las hojas de Marco describe la presencia de una
diversidad de monoterpenos en especial la crisantenona, un monoterpeno
oxigenado, que se encuentra en un porcentaje alrededor de un 20,9 %. Ademés
poseen cinco lactonas sesquiterpénicas: la psilostaquina C, dihidrocoronofilina,
psilostaquina, coronofilina y la damsina (Vera, 2008). Esta ultima lactona tiene
actividad antitumoral y moluscicida (Cruz, 2009). Experimentos publicados
demuestran que la damsina y la coronopilina tienen efectos inhibitorios sobre la
proliferacion celular y la biosintesis de ADN, considerandose base fundamental
para el descubrimiento y desarrollo de medicamentos eficaces para el tratamiento

contra el cancer (Villagomez et al., 2013).

Las plantas tienen mecanismos de defensa ante la presencia de insectos y
microorganismos patdgenos debido a su actividad oleopatica (Naranjo, 2010). Los
sesquiterpenos, hidrocarburos sesquiterpénicos y sesquiterpenos oxigenados se

encuentran en el aceite esencial de Marco (Gupta, 1995). La toxicidad caracteristica



del marco se debe a la presencia de sesquiterpenos y monoterpenos, como las
tuyonas (Vera, 2008). Estudios toxicologicos han demostrado que la sobredosis de

tuyona es letalmente toxica para el cerebro y el higado (Bravo, 2014).
2.1.3. Quishuar (Buddleja incana)

2.1.3.1. Clasificacion Taxondmica

Segun Reynel (2009) la clasificacion taxondmica de Quishuar es:

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Scrophulariaceae

Tribu: Buddlejeae

Género: Buddleja

Especie: Buddleja incana

2.1.3.2. Generalidades
Nombres comunes: Quiswar orcko, quiswar china.
2.1.3.3. Descripcion botéanica y hébitat

Es un arbol mediano que mide aproximadamente entre 3-12 m de altura, de tronco
robusto y frondoso. Sus hojas son alargadas y simples, tienen una longitud de
10-12 cm, y 2-2,5 cm de ancho, el envés esta completamente cubierto por pequefios



pelos que le atribuyen un color blanco y aspecto afelpado. Posee pequefias flores
agrupadas en racimos (Reynel, 2009).

Buddleja incana comunmente llamado “Quishuar” es una arbol autdctono de la
region interandina y crece en zonas de dispersion ubicadas entre
2200-3500 m.s.n.m. en mayor proporcion se la encuentra en la cordillera oriental y
occidental. Tiene un desarrollo lento, se regenera con facilidad cuando es
ramoneado por el ganado o cuando una de sus partes es talada para ser utilizado
como lefia (M. Gémez, 2007). Entre los afios 1980 y 1990 se evidencié una
reduccion marcada de la cobertura de esta especie por lo que se crearon programas
de reforestacion para el Quishuar, con la finalidad de propagarlo en las regiones
centro y sur del pais. Obteniendo resultados positivos ahora ésta especie se
encuentra fuera de peligro (Reynel, 2009).

2.1.3.4. Usos tradicionales

Quishuar es una planta con cualidades medicinales utilizada de manera tradicional
para el tratamiento de enfermedades de la piel, papilomatosis cutanea y con anélisis
in vivo se ha demostrado su efecto antiinflamatorio en gastritis (Tasayco, Vasquez,
Loarte, & Palomino, 2008). En el caso del tratamiento de heridas con infecciones
se emplean las hojas tiernas del Quishuar (Sotta, 2000). La infusion acuosa de las
ramas de la panta se utiliza de manera empirica como antirreumatico. Actualmente
se tienen otros beneficios por sus propiedades antimicético, antibacteriana y
antioxidante. Varias investigaciones in vivo utilizando ratones como biomodelos de
investigacion y demuestran su actividad antioxidante de las hojas de Quishuar, ya

que es regenerador cutaneo al inhibir COX-2 (Reynel, 2009).

Tiene una particular aplicacion en el tefiido de textiles ya que de las flores de la
planta se extrae un tinte de color amarillo. La construccion de cercos para huertos
y cultivos agricolas con la madera de Quishuar favorece la proteccion ante las
adversidades climéticas de la region andina, las heladas y el viento. También

significa un aporte para mejorar la eficiencia de proteccion de los suelos (Reynel &
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Ledn, 1990). Adicionalmente su madera es usada tradicionalmente como carbén y
lefia (Reynel, 2009).

2.1.3.5. Composicién Quimica

Algunas plantas de la especie Buddleja han sido investigadas in vitro en el
laboratorio cuyos resultados han aportado con la identificacion de algunos
metabolitos secundarios como: triperpenoides, compuestos fenolicos, flavonoides,
alcaloides en escasas cantidades (Avila et al., 2005) y antiocianidinas (Vieira et al.,
2009). Se ha demostrado que los principios activos anteriormente mencionados
tienen actividad antiinflamatoria. Adicionalmente la presencia de terpenoides y

compuestos fenolicos otorgan una actividad antioxidante (Avila et al., 2005).

Investigaciones en otras plantas de la especie Buddleja reportan que los
flavonoides, compuestos verbascosidos y el linarin extraidos de Buddleja
scordioides, tienen una propiedad fotoprotectora contra los rayos ultravioletas. Los
compuestos verbascosidos presentan una propiedad antiinflamatoria y antioxidante
(Santos et al., 2012).

2.1.4. Actividades Bioldgicas con experimentacion in vitro

2.1.4.1 Actividad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) que se producen de manera exdgena son
primordiales en la activacion o inactivacion de biomoléculas, produccion de energia
y regulacion metabolica (Echavarria, Franco, & Martinez, 2009). Si existe un
desequilibrio en la produccién de ERO hacia la sobreproduccidn, se origina el estrés
oxidativo (Sies, 1997). El estrés oxidativo puede producir algunas afecciones en el
funcionamiento normal de una célula como alterar el codigo genético, ruptura de la
pared celular, activar o inactivar biomoléculas esenciales como las enzimas. Todas
estas alteraciones han sido evidenciadas en investigaciones tanto in vitro como
in vivo con biomodelos de experimentacion (Nakamura, Nakamura, & Yodoi,
1997).
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2.1.4.1.1. Mecanismo de accién de agentes antioxidantes

El exceso de produccion de especies reactivas de oxigeno atacan a lipidos, proteinas
y ADN de las células y se desencadenan varias reacciones quimicas que causan
alteraciones fisiologicas (Juranek & Bezek, 2005). Los antioxidantes protegen a la
célula frente al dafio de los radicales libres, de manera que son fuentes de hidrogeno
y se oxidan en lugar de los componentes celulares mencionados (M. Garcia,
Quintero, & Ldpez, 2000). Enfermedades como la cirrosis, VIH, Parkinson y artritis
son consecuencia del desorden en la produccion de ERO, esto se ha comprobado
con diversas investigaciones in vivo en ratones de experimentacion (Pincemail,
1995)

En el mecanismo de defensa antioxidante estan involucrados componentes
enzimaticos y no enzimaticos que en conjunto protegen a las células. En el elemento
enziméatico forman parte las enzimas superdxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa, la epoxido hidrolasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (B. Ruiz,
2009) que permiten la cesion de electrones del sustrato hacia los radicales libres
para impedir la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (Yu, 1994). Los
componentes no enzimaticos son particulas hidrofobas e hidrofilicas como el &cido
arico, bilirrubina, ubiquinol, glutation y algunos carotenoides tales como la
vitamina, vitamina E, vitamina C (B. Ruiz, 2009). La funcion de estos componentes
consiste en atrapar los radicales libres, cederles un electron y provocar la
desintegracion de las ERO para disminuir la concentracién de particulas mas
perjudiciales para las células (Holben & Smith, 1999). Los principales ERO son el

anion superdxido y peroxido de hidrégeno (Yu, 1994).
2.1.4.2. Actividad antiinflamatoria

La inflamacion es un proceso inmunoldgico que lleva a cabo interacciones
moleculares, vasculares y celulares con la segregacion de citocinas
pro-inflamatorias (Torres, 2011) en respuesta a lesiones bioldgicas, quimicas y
fisicas (Bordes, Martinez, Garcia, & R., 2010). En la medicina tradicional es

frecuente la utilizacion de plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades
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inflamatorias como la artritis, reumatismo, arteriosesclerosis y cancer (P. Garcia,
2008).

Las enfermedades inflamatorias afectan al tejido conjuntivo vascularizado, lo cual
perjudica a las células y por lo tanto a las membranas lisosomales (De Alvear,
1992). Los lisosomas son organulos que se forman en el reticulo endoplasmatico,
contienen enzimas hidroliticas y proteoliticas, con la funcion de degradar sustancias
y moléculas orgénicas que ingresan a la célula por medio de los procesos de
fagocitosis o endocitosis para permitir la digestion celular (Chavez, Arenas, Sada,
& Lascurain, 2009). En un proceso inflamatorio los lisosomas de la célula tienen
una estimulacién por parte de factores quimiotacticos o un almacenamiento
excesivo de elementos cristalinos fagocitados como es el caso de uriato que no
pueden ser digeridos, causando una ruptura de la membrana lisosomal por ende la
liberacion del contenido enzimético en el citosol y finalmente ocasiona la lisis
celular (Bermejo, M., & Bedoya, 2014).

Los beneficios que ofrecen las sustancias antiinflamatorias de procedencia vegetal
son evidentes porque los efectos colaterales de su consumo son minimos, en

comparacion con medicamentos sintéticos (H. Gomez, Gonzalez, & Medina, 2011).
2.1.4.2.1. Mecanismo de accion de medicamentos antiinflamatorios

Los medicamentos contienen compuestos fendlicos que son elementos que protegen
las células frente a condiciones de estrés como las infecciones, las lesiones y la
excesiva exposicion a la luz ultravioleta (Harbone & Baxter, 1999). La membrana
de los gldbulos rojos o eritrocitos es similar a la membrana del lisosoma por lo que
la estabilizacion de la membrana eritrocitaria es primordial para disminuir la
respuesta frente al proceso de inflamacion y por lo tanto evitar la liberacion de
elementos lisosémicos como las enzimas proteasas y bactericidas que producen una
inflamacion mas severa en los tejidos adyacentes (Kumar, Bhat, Kumar, Bohra, &
Sheela, 2011). Esto es posible mediante la estabilizacion de las proteinas en especial
el colageno que compone la membrana basal de la célula, dandole propiedades de

resistencia frente a la degradacion proteolitica (Caltagirone et al., 2000).
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2.1.4.3. Actividad Citotéxica

El cancer es una enfermedad que implica una proliferacion celular anormal de
manera descontrolada afectando los procesos fisioldgicos y bioquimicos
indispensables para el crecimiento celular. A nivel celular causa alteraciones en el
ADN tanto en la transcripcidn, sintesis y reparacion. La inestabilidad de estos
procesos otorga a la célula maligna la capacidad de producir metastasis en 6rganos
y tejidos adyacentes (Kufe et al., 2003). Las células cancerigenas van
evolucionando y alcanzan un genotipo y fenotipo determinado que ayuda a la

identificacion, prondstico y tratamiento del cancer (Hanahan, 2000).
2.1.4.3.1. Mecanismos de accion citotdxica

La quimioterapia consiste en el uso de farmacos que sean capaces de contrarrestar
el cancer para lo cual se necesitan investigaciones que identifiquen el tipo y la
localizacion del tumor. EI mecanismo de accion de los medicamentos es el
incremento de la apoptosis celular y la activacién de procesos de reparacion del
ADN (Skeel, 2000).

Se han realizado pruebas in vitro con la finalidad de verificar y fundamentar la
actividad antitumoral de distintas plantas que se emplean de manera tradicional para
el tratamiento contra el cancer. La metodologia consiste en exponer lineas celulares
de biopsias de tumores en extractos que van a ser evaluados para determinar su
actividad citotoxica (Cortés, 2005). Una técnica aplicada en farmacologia para
medir cuantitativamente la eficacia de un medicamento es la Concentracion
Inhibitoria medio-maxima (IC50), que indica la cantidad de un determinado
farmaco para la inhibicion de un proceso bioldgico (Sebaugh, 2011). La actividad
citotoxica de un extracto vegetal es evaluada por su efectividad en la disminucién
de la mitad del nimero de células desde que inicia hasta que termina el experimento
(Irwin, Jelic, & Antolovic, 2008).

Reportes de publicaciones cientificas mencionan que la coronopilina extraida de
Ambrosia arborescens, tiene un efecto inhibitorio contra células de la leucemia con

un IC50 de <20 um desencadenando apoptosis celular (Cotugno et al., 2011)
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2.1.4.4. Elementos fendlicos en actividades antinflamatoria, citotoxica y
antioxidante

Los compuestos fendlicos que se obtienen a partir de extractos vegetales presentan
actividad antioxidante, contribuyen de manera preventiva para evitar enfermedades
causadas por alteraciones inmunoldgicas. Los polifenoles, los flavonoides y los
acidos fenolicos son los compuestos mas distinguidos de este grupo (Ochoa,
Claudia, Ayala, & Alfredo, 2011).

En el reino vegetal existe una gran diversidad de polifenoles que forman parte de
los productos del metabolismo secundario de las plantas. Algunos estudios han
notificado que los polifenoles tienen relacion con la actividad citotoxica (Quideau,
2011).

Elementos fendlicos como los flavonoides acttan en las fases de la carcinogénesis
debido a la actividad antiangiogénica (Middleton, Kandaswami, & Theoharides,
2000). En resultados de experimentacion in vivo se han identificado algunos
flavonoides que incrementan las posibilidades de supervivencia de los animales en
condiciones de metastasis pulmonares (Fernandez et al., 2007). Tienen actividad
para inhibir la proliferacion celular evitando dafios en el ADN y en enzimas
especificas como fosfodiesterasas, kinasas y fosfolipasas (Erhart et al., 2005).
También poseen actividad quimioprotectora (Middleton et al., 2000), y propiedades
antioxidantes (Kameoka, Leavitt, Chang, & Kuo, 1999). Adicionalmente varias
evidencias cientificas afirman el poder inhibitorio de los flavonoides sobre enzimas

gue actian en procesos antiinflamatorios (V. Garcia et al., 2007).

2.1.5. Secado por Spray

El secado por aspersién es una tecnologia muy empleada en las industrias porque
permite obtener particulas en polvo microencapsuladas con una alta estabilidad a
partir de soluciones liquidas. En el secado por spray la sustancia inicial de
alimentacion que puede ser una emulsion, una suspension o una solucién, pasa por
un flujo de gas caliente y de manera inmediata se obtiene un fino polvo 10-50 um,
(Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley, & Saurel, 2007). Las caracteristicas de
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las particulas del polvo dependen de las propiedades del material alimentado y de
ademas de las condiciones de las operaciones unitarias de este proceso como:
la temperatura, presion, flujo de corriente, tipo de atomizador empleado (Ferrari,
Marconi, & De Aguirre, 2011).

Uno de los principales beneficios de emplear esta tecnologia es la utilizacion de
parametros de temperatura controlados en el proceso, de tal manera que es apto para
productos que son susceptibles a altas temperaturas, ademas de tiempos corto de
produccion (Ahmed, Akter, Lee, & Eun, 2010). Con el secado por aspersion se
mejora la estabilidad de los principios activos microencapsulados obtenidos de los
extractos vegetales (Esquivel, Ochoa, & Rutiaga, 2015), esta técnica evita la
pérdida de compuestos volatiles y favorece la prolongacion de la durabilidad
producto (Medina et al., 2013).
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2.2. Hipdtesis

2.2.1. El disolvente utilizado para la extraccion de principios activos de las plantas
Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) incide en las

actividades bioldgicas antioxidante, antiinflamatoria y citotdxica.
Hipotesis Nula

El disolvente utilizado para la extraccién de principios activos de las plantas Marco
(Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) no incide en las actividades

bioldgicas antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica.

Hipotesis Alternativa

El disolvente utilizado para la extraccién de principios activos de las plantas Marco
(Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) si incide en las actividades

bioldgicas antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica.
2.3. Seflalamiento de variables de la hipdtesis

2.3.1. Variables Independientes
Disolventes utilizados

e Agua destilada
e Agua destilada: Etanol 99,9% (proporcién 50:50)
e Etanol 99,9%

2.3.2. Variables dependientes
Actividades bioldgicas

e Antioxidante
e Antiinflamatoria

e Citotoxica
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CAPITULO 11l

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Fundas herméticas, papel aluminio, lienzo, vasos de precipitacion de
1000, 500 y 250 ml (PYREX % 0,05 ml), probetas graduadas de vidrio de 1000, 500
y 100 ml (Boro 3.3 £ 0,01 ml), agitador magnético, frascos &mbar de 1000 ml, tubos
tapa rosca de 15 y 25 ml, varilla de agitacion, gradilla plastica, tubos plasticos de
centrifuga, micropipetas de 100-1000 pL, balones de aforo de 1000 y 100 ml (+
0,01 ml), jeringuillas de 5 ml, balon rotaevaporador (IKA RU8, USA), celdas
plasticas de 1 ml para espectrofotémetro.

3.2. Equipos

Secador de Bandejas (GANDER MTN, China), licuadora (OSTER), balanza
analitica (OHASUS, PA214), balanza de Humedad (KERN MLS 50-3), plancha de
calentamiento con agitador magnético (Super Nouva Multiplace, Thermo
Scientific), refrigeradora, rotaevaporador (IKA RUS8, USA), bafio Maria (IKA,
USA), spray dryer (BUCHI Mini Spray Dryer B-290, Switzerland), centrifuga
(Hettich Zentrifugen, Germany), espectrofotometro UV-VIS (HACH DR 5000,
Germany), vortex (Fisher Scientific, USA), microscopio Optico (Meiji Techno,
Japén), camara de flujo laminar (Thermo Scientific Fisher, USA), incubadora de
CO2 (Thermo Scientific Fisher, USA), lector microplaca de ELISA (Victor X3,

PerkinElmer)
3.3. Reactivos

3.3.1. Preparacion de extractos vegetales

Etanol 99,9 % grado analitico (EMSURE, USA), agua destilada.
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3.3.2. Microencapsulacion

Maltodextrina y goma arabiga calidad farmacéutica.

3.3.3. Actividad Antioxidante

Luminol (Western Blotting Luminol Reagent Sc- 2048), Sulfato ferroso (FeSOa)
(Hierro 11 sulfato heptahidradato, ERBApharm), Perdxido de hidrogeno (H203)
(ACS Reagent Grade, Ricca Chemical), Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid) (Sigma).

3.3.4. Actividad Antiinflamatoria

Sangre de pacientes voluntarios sanos que no consuman medicamentos
antiinflamatorios, aspirina (&cido salicilico de 500 mg) (Bayer), solucién tampén
fosfato (PBS) pH 7.4 (Thermo Scientific Fisher, USA), tubos con anticoagulante
EDTA (MONOJECT, USA)

3.3.5. Actividad Citotoxica

Linea celular de céancer de mama (MCF-7 ATCC) para su conservacion y
almacenamiento se utilizé nitrogeno liquido. Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), filtros estériles (MILLEX —GP Syringe Filter Unit
0,22um), reactivo Docedil Sulfato de Sodio (SDS)-HCI al 0,01%, medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Mediun) (Gibco™ DMEM, Thermo Fisher

Scientific)
3.4. Métodos

3.4.1. Recoleccidn de material vegetal

En las zonas de la region andina se recolectaron las hojas de las plantas, Quishuar

se la localiz6 en los paramos a 3540 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.) en la
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Comunidad San José del Guanto, y Marco a 2920 m.s.n.m. en Pueblo Viejo en el

cantdn Quero provincia de Tungurahua.
3.4.2. Preparacion del extracto vegetal

3.4.2.1. Obtencién de material vegetal molido

El material vegetal recolectado se lavd con agua corriente las veces que fueron
necesarias para eliminar las impurezas y sustancias extrafias, seguido de esto
aproximadamente 6 kg del material vegetal limpio, se colocaron en el secador de
bandejas (GANDER MTN, China) a una temperatura de 60 °C hasta que se
encontraron completamente secas. Se molieron las hojas secas en la licuadora
(OSTER) y se guardaron en fundas plasticas herméticas y se almacenaron en un
lugar seco. La materia vegetal molida se pesé en una balanza analitica (OHASUS,
PA214) cuyo peso se registro antes de empezar con la extraccion utilizando los
disolventes establecidos, agua y etanol.

3.4.2.2. Obtencion de extracto vegetal liquido

3.4.2.2.1. Extracto acuoso

Para la obtencién de los extractos acuosos se pesaron 66,7 g del material vegetal
molido y se mezcld con 1000 ml de agua destilada (proporcién 1/15) contenido en
un vaso de precipitacion de 1000 ml (PYREX % 0,05 ml), ademas se utilizé un
agitador magnético para que la mezcla del vaso de precipitacidn tenga una agitacion
constante. Se coloco en una plancha de calentamiento con agitacion (Super Nouva
Multiplace, Thermo Scientific) a 100 °C y 800 rpm, hasta que la mezcla alcanz6
la temperatura de ebullicion, se mantuvo en estas condiciones durante 30 minutos.
La mezcla caliente se filtr6 a través de un lienzo para eliminar lo solidos y el
extracto liquido se guardd en una botella &mbar de 1000 ml rotulada

respectivamente, almacenandolo en refrigeracion a una temperatura de 4 °C.
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3.4.2.2.2. Extracto etanol: agua (50:50)

Para la obtencion de los extractos etanol: agua en una proporcion 50:50 de los
disolventes, se pesaron 66,7 g del material vegetal molido y se mezclaron con
500 ml de agua destilada y 500 ml de etanol al 99,9 % grado analitico (EMSURE,
USA) resultando una proporcién 1/15 con respecto al material vegetal. La mezcla
se coloco en un vaso de precipitacion de 1000 ml (PYREX + 0,05 ml) y se utilizo
un agitador magnético para que la mezcla del vaso de precipitacion tenga una
agitacion constante. Se colocé en una plancha de calentamiento con agitacion
constante (Super Nouva Multiplace, Thermo Scientific) a 100 °C y 800 rpm, hasta
que lamezcla alcanzo la temperatura de ebullicion, se mantuvo en estas condiciones
durante 30 minutos. La mezcla caliente se filtro a través de un lienzo para eliminar
lo sélidos y el extracto liquido se guardd en una botella @mbar de 1000 ml rotulada

respectivamente, almacenandolo en refrigeracion a una temperatura de 4 °C.

3.4.2.2.3. Extracto etanolico

Para la obtencion de los extractos etandlicos se pesaron 66,7 g del material vegetal
molido y se mezclaron con 1000 ml de etanol al 99,9% grado analitico (EMSURE,
USA) en una proporcién 1/15, contenido en un vaso de precipitacion de 1000 ml
(PYREX £ 0,05 ml) y se utiliz6 un agitador magnético para que la mezcla del vaso
de precipitacién tenga una agitacién constante. Se colocd en una plancha de
calentamiento con agitacion (Super Nouva Multiplace, Thermo Scientific) a
100 °C y 800 rpm, hasta que la mezcla alcanz6 la temperatura de ebullicion, se
mantuvo en estas condiciones durante 30 minutos. La mezcla caliente se filtr6 a
través de un lienzo para eliminar lo solidos y el extracto liquido se guardd en una
botella ambar de 1000 ml rotulada respectivamente, almacenandolo en

refrigeracion a una temperatura de 4 °C.
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3.4.3. Concentracion de extractos liquidos

Aproximadamente entre 550 a 700 ml del extracto liquido se colocaron en el balon
de vidrio del rotoevaporador (IKA RU8, USA) y con la utilizacién del bafio Maria
se calento el extracto a 74 °C con una constante rotacion de 202 rpm, hasta alcanzar
un volumen de alrededor de 150 a 250 ml para los extractos etanol: agua y 75 ml
para extractos etandlicos lograndose la evaporacion de la mayor parte del

disolvente.

3.4.4. Determinacion de humedad de extractos liquidos

La determinacién de la humedad de los extractos liquidos se realiz antes del
proceso de secado por aspersion. La balanza de humedad (KERN MLS 50-3) fue
previamente calibrada, en el porta muestras de la balanza se colocaron 3 g del
extracto liquido a ser analizado, se programé a la balanza para determinar la
humedad de la muestra y una vez transcurrido el tiempo necesario, el equipo indico

el valor de la humedad del extracto liquido obtenido.

3.4.5. Determinacion de sélidos solubles totales (SST) de extractos

liquidos

La determinacion de solidos solubles totales (SST) de los extractos liquidos se
realiz6 mediante la resta del porcentaje de humedad con respecto al cien por ciento.

SST = 100% — % Humedad  [Ec. 1]

Posteriormente se calculé la masa de solidos extraidos aplicando la siguiente

ecuacion:
f1: . __ SsT
Masa de sélidos extraidos = o0 * Vextracto [Ec. 2]

Donde:

SST: solidos solubles totales
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Vextracto: VOlumen del extracto (ml)

(Lopez, Mufoz, Carmona, Torres, & Gonzéalez, 2006)

Con los valores obtenidos anteriormente se calcul6 el rendimiento en relacion al

material vegetal

. . ] slidos extraid
% Rendimiento sélidos extraidos = =" 11;; %100 [Ec. 3]

Donde:
MV: material vegetal
(Lopez et al., 2006)

3.4.6. Secado de los extractos liquidos con Spray Dryer

Para el secado por aspersion fue necesario la determinaciéon de la cantidad de
maltodextrina para la microencapsulacion, siendo el 30% de una relacién que se
establece entre la cantidad de solidos solubles totales (SST) y el volumen del
extracto concentrado. El extracto contenido en un vaso de precipitacion de 1000 ml
se calentd en una plancha de calentamiento y se agregd la maltodextrina,
mezclandole constantemente hasta que se disuelva en su totalidad.

En el Spray dryer (BUCHI Mini Spray Dryer B-290, Switzerland) las condiciones
fueron reguladas para el secado por aspersiéon, como la temperatura de entrada
(140 °C), temperatura de salida (78 °C), porcentaje de aspiracion (100%),
porcentaje de la bomba (34%). El extracto vegetal seco se peso en la balanza
analitica (OHASUS, PA214) y cuyo valor se registrd para calcular el rendimiento

del proceso de secado.
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3.4.7. Evaluacion de Actividad Antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante de los extractos vegetales secos se
realiz6 mediante el método de quimioluminiscencia, que consta en una reaccion de
transferencia de atomos de hidrdgeno, en la que el agente oxidante del proceso es
el 2',2'-azobis-2-metilpropionamida (APPH) y el monitor o sonda es el Luminol.
La reaccién ocurre cuando el agente oxidante o radical libre oxida a una molécula
monitor y emite luz, cuyo proceso se conoce como quimioluminiscencia. La
reaccion tiene lugar en la region visible del espectro electromagnético. Se
prepararon los extractos vegetales a una concentracién de 2 mg/ml, el luminol
0,042 mM, sulfato ferroso 2,5 mM y peroxido de oxigeno. En una celda de vidrio
se agregd 1 ml de cada solucién mencionada anteriormente y se mezclaron de tal
manera que quede una solucion homogénea e inmediatamente se procedié a medir
la quimioluminiscencia cada 6 segundos durante 90 segundos a una longitud de
onda de 490 nm. Para la preparacién del blanco en una celda de vidrio se afiadieron
el extracto vegetal, el luminol y el sulfato ferroso. Los valores de absorbancias se
interpolaron con una curva estandar de acido galico. Los resultados de la actividad

antioxidante se expreso en pg de acido galico/ g de muestra.
3.4.8. Evaluacion de Actividad Antiinflamatoria

3.4.8.1. Solucidn de glébulos rojos o eritrocitos al 40%

En la preparacion de la solucion de eritrocitos al 40 % se realizaron ciertas
modificaciones en el método de realizado por Kumar et al. (2011). Se extrajeron 5
ml de sangre de un paciente voluntario sano con previo consentimiento informado,
sin ingerir medicamentos antiinflamatorios al menos durante los anteriores 15 dias.
La sangre se colocd en un tubo de 5 ml con anticoagulante EDTA (MONOJECT,
USA) vy se centrifugé durante 5 minutos en la centrifuga (Hettich Zentrifugen,
Germany) a 3000 rpm. Con una micropipeta se procedio a retirar el sobrenadante o
plasma sanguineo y a los eritrocitos precipitados se les afiadieron 3 ml de solucion
tampon fosfato (PBS) pH 7.4 (Thermo Scientific Fisher, USA), se mezcl6 el
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contenido y nuevamente se llevé a centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm, el
proceso de lavado de los eritrocitos se repitié 4 veces. En el Gltimo lavado se

preparo la solucion de eritrocitos al 40 % en PBS.
3.4.8.2. Determinacion de la actividad antiinflamatoria por el método de

estabilizacion de la membrana de los globulos rojos o eritrocitos

El método desarrollado por Rashid et al. (2011) y con algunas modificaciones
realizadas en dicha metodologia, se determind el porcentaje de actividad
antiinflamatoria de los extractos vegetales de Marco y Quishuar.

Se prepard una solucion del extracto vegetal en PBS a una concentracion de
40 mg/ml, esta fue la solucion madre. Partiendo de ésta solucion se prepararon
30 ml de solucidon del extracto vegetal en PBS a distintas concentraciones
(1; 1,5; 2; 2,5 mg/ml).

Para la solucion antiinflamatoria patrén o testigo se utilizé aspirina de 500 mg
(Bayer) (Ferndndez et al., 2007) de la cual se realizaron soluciones con las mismas
concentraciones de los extractos vegetales a evaluar.

Para cada experimento se utilizaron 3 tubos: OD1, OD, y ODs. En OD:1y OD: se
afiadieron 3 ml del extracto vegetal y para ODs 3 ml de PBS, a los 3 tubos se
adicionaron 30 uL de la solucion de globulos rojos al 40 % y se mezcl6 ligeramente
el contenido de los tubos. Los tubos OD, y ODs se llevaron a bafio Mariaa 54 °C
durante 20 minutos, la temperatura induce a lisis de los eritrocitos en ausencia de
un antiinflamatorio. Mientras que OD1 no se lo someti6 a calor y se lo dejé reposar
durante 20 minutos. Seguido los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a
3000 rpm. Se midieron las absorbancias de los sobrenadantes en el
espectrofotometro UV-VIS (HACH DR 5000, Germany) a una longitud de onda de
540 nm. Se utiliz6 como blanco de lectura PBS. Los valores fueron registrados para
aplicar la ecuacion para la determinacion del porcentaje de actividad
antiinflamatoria.

0D,—0D4

% Actividad antiinflamatoria = 100*[1 D 0D
3~ 1

] [Ec. 4]
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Donde:
ODs: Tubo sin extracto sin calentar
OD>: Tubo con extracto sometido a temperatura

ODz: Tubo control sometido a temperatura

(Rashid et al., 2011)

3.4.9. Evaluacién de Actividad Citotoxica

El método colorimétrico MTT se aplico para determinacién de la evaluacion
citotoxica de los extractos vegetales, éste método cuantitativo consta de una
reaccion de reduccion metabdlica del Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2.5-
difeniltetrasol (MTT), proceso que lo realiza la enzima succinato deshidrogenasa
en la mitocondria, y como producto de la reaccion se obtiene un compuesto de color

azul, llamado formazan.

Se prepararon soluciones de los extractos vegetales en PBS con concentracién de
50 mg/ml. Se filtraron los extractos en filtros estériles (MILLEX —GP Syringe Filter
Unit 0,22 um) para eliminar cualquier sustancia extraila que contenga el extracto y
evitar causas de contaminacion en las pruebas in vitro. Se realizaron diluciones

seriadas desde 1*10! hasta 1*107°.

En distintos tratamientos se incubaron durante 48 horas las células MCF-7
procedentes de un tumor de tejido mamario. Luego se descart6 el medio, tomando
en cuenta las medidas de bioseguridad y eliminacion de desechos, se procedieron a
lavar los pocillos de las placas con 100 pL de PBS 1X, para una completa
eliminacion de restos celulares. Posteriormente se mezclaron 10 ml de medio
DMEN sin rojo fenol, con 1 ml de PBS y 5 mg de MTT. En cada pocillo se
afiadieron 100 pL de la mezcla y se incubaron durante 4 horas en condiciones de
temperatura de 37 °C y 5 %, de dioxido de carbono, de tal manera que se favorezca
la obtencion de formazan. Transcurrido el tiempo de incubacién mencionado se
afiadieron 100 pL del reactivo Docedil Sulfato de Sodio (SDS)-HCI al 0,01 %, con
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lo que se detuvo la reaccion y los cristales de formazan se disolvieron, y
nuevamente se incubaron durante 12 horas. Por Gltimo se midieron las absorbancias
de las placas de todos los experimentos en el espectrofotometro lector de
microplacas a 570 nm. El blanco de lectura en este ensayo fueron células MCF-7.

La regresion no lineal establecié el porcentaje de células vivas para cada caso. La
IC50 determinada se utilizd para determinar la actividad bioldgica del extracto

vegetal.

3.4.9.1. Método de Bradford (cuantificacion de proteinas)

La cuantificacion de proteinas de los extractos vegetales de Marco (Ambrosia
arborescens) y Quishuar (Buddleja incana), se realizaron por el método de
Bradford como estipula la casa comercial, estableciendo una curva patron estandar
de Albumina de Suero Bovino (BSA). Se determiné su absorbancia a 595 nm en un
lector de placas Victor X3 (PerkinElmer,USA).

3.4.10. Anadlisis Estadistico

Para el analisis de los datos obtenidos en la parte experimental del proyecto se
utilizé el programa estadistico INFOSTAT. Para la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria se aplicé un disefio experimental A*B+1, porque se emple6 como
antiinflamatorio testigo la aspirina. Ademas fue posible comparar los factores de
estudio como el tipo de disolvente (agua destilada, etanol 99,9 %: agua destilada y
etanol 99,9 %). Mientras que para la actividad antioxidante y citotoxica se realiz6
un andlisis de varianza con una tabla ANOVA simple, para evidenciar el mejor

tratamiento en cada actividad bioldgica evaluada.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Analisis e interpretacion de resultados
4.1.1. Analisis fisicoquimico

4.1.1.1. Determinacion de sélidos solubles totales (SST) de extractos liquidos

Se prepararon extractos acuosos, hidroalcoholicos (50:50) y etandlicos de las hojas
de Marco y Quishuar para la extraccion de los principios activos. Con los datos
obtenidos no se aplicé un analisis estadistico, Unicamente en la tabla | se muestran
los valores del rendimiento de los sélidos solubles totales (SST) extraidos por cada

extracto.

Tabla I. Rendimiento de s6lidos solubles totales (SST) extraidos de las hojas

de Marco y Quishuar

Muestra Disolvente Solidos Rendimiento de
extraidos del s6lidos extraidos
extracto %(p/v) %(p/v)
Marco
EAM agua destilada 51,45+ 0,01 77,14 + 0,03
0 -
EEAM etanol (99,_9 %) :agua 24,87 + 0,03 3729 + 0,01
destilada
EEM etanol (99,9 %) 15,85+0,02 23,32 + 0,03
Quishuar
EAQ agua destilada 33,92+0,07 50,85 + 0,04
0 .
EEAQ etanol (99,_9 %) :agua 13,75+ 0,01 20,61 + 0,02
destilada
EEQ etanol (99,9 %) 14:31£0,01 21,46 + 0,01
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EAM: extracto acuoso de hojas de Marco, EEAM: extracto etanol-agua (50:50) de hojas de Marco,
EEM: extracto etandlico de hojas de Marco, EAQ: extracto acuoso de hojas de Quishuar, EEAQ:
extracto etanol-agua (50:50) de hojas de Quishuar, EEQ: extracto etanélico de hojas de Quishuar.

Las propiedades quimicas de los metabolitos de origen vegetal y la polaridad de los
disolventes utilizados son factores que inciden en la extraccion los principios
activos de las plantas (Robins, 2003). La determinacion de solidos solubles totales
es esencial para el analisis del rendimiento de los distintos tratamientos en la

extraccion de los principios activos de las plantas en estudio.

Los rendimientos de las extracciones a partir de las hojas de Marco se encuentran
en un rango entre 23,32 + 0,03 y 77,14 + 0,03 % (p/v), el mejor tratamiento es la
extraccion acuosa porque se obtiene 77,14 + 0,03 % (p/v) de rendimiento. Con los
extractos de Quishuar se obtuvieron rendimientos entre 20,61 + 0,02 vy
50,85 + 0,04 % (p/v), los resultados indican que con el extracto acuoso se obtiene
el mayor rendimiento de sélidos solubles extraidos 50,848 + 0,04% (p/v). De los
resultados obtenidos se puede inferir que las moléculas bioactivas extraidas en su
mayor porcentaje tienen una gran afinidad con el agua, por lo tanto son moléculas
hidrofilicas ya que interaccionan con disolventes polares mediante la formacion de
enlaces de hidrogeno (F. Garcia, 2013). Los flavonoides, los ciandgenos, los taninos
y glucosinolatos son algunos de los metabolitos secundarios hidrofilicos presentes

en las plantas (Tomas, 2003).

El andlisis fitoquimico del extracto de Ambrosia arborescens realizado por
Alvarado (2007) ha identificado la presencia de alcaloides, azlcares reductores,
aminoécidos libres, flavonoides y taninos. Segiin Mufioz et al. (2015) la utilizacién
de agua a 90 °C como disolvente facilita la extraccion de flavonoides, taninos
(oligbmeros de acidos benzoicos y acidos hidroxicindmicos) y polifenoles
hidrosolubles (galotaninos, acidos benzoicos, elagitaninos ) de la materia vegetal
(Beecher, 2003).
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Los tratamientos en los que se utilizd agua: etanol en una proporcion 50:50
presentaron un rendimiento 37,285 % (p/v) para Marco y 20,611 % (p/v) para
Quishuar. Con la utilizacién del disolvente hidroalcohdlico se logré extraer
compuestos fendlicos de polaridad media de bajo o medio peso molecular (Monroy,
Totosaus, & Garcia, 2005) que se encuentran en sustancias organicas, ya que etanol
tiene un polo lipofilico que ayuda a la extraccion de estos compuestos (Durst &
Gokel, 2007). Indistintamente del disolvente utilizado la extraccion de metabolitos
secundarios es incompleta, es decir que una gran cantidad de moléculas bioactivas

permanecen en los residuos de la extraccion (Arranz, 2010).

Segun Arranz (2010) la accion bioldgica de los compuestos fitoquimicos esta
relacionada con la estructura y concentracion de estas sustancias, porque influyen
en su biodisponibilidad y bioaccesibilidad. Las hojas Marco y Quishuar fueron
recolectadas en los paramos de la region sierra por lo tanto la produccion de
compuestos fitoquimicos en las plantas estan sujetos a factores extrinsecos como la
temperatura, la humedad, la calidad del suelo, el clima; y por factores intrinsecos a
nivel genético (Sharapin, 2000) que inciden directamente en la produccion de
metabolitos secundarios. Estudios realizados por Acosta (2003) mencionan que el
viento es un factor que aumenta la evaporacion de los aceites esenciales de las
plantas. En la region Sierra las precipitaciones son frecuentes, Acosta (1995) afirma
que un exceso de humedad si influye en la produccidn de principios activos de las
plantas, especialmente de los alcaloides porque estas biomoléculas al ser excretadas

por las hojas se disminuye su concentracion.
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4.1.2. Actividades biologicas

4.1.2.1. Actividad antioxidante

Se realizo la determinacidn de la actividad antioxidante de los extractos de las hojas
de Marco y Quishuar con el método de quimioluminiscencia, obteniéndose los

siguientes resultados.

Tabla Il. Actividad antioxidante de los extractos de Marco y Quishuar

Actividad antioxidante Desviacion estandar
Muestra (ng acido galico/g extracto)
Marco

EAM 2 64138,742 273,129

EEAM P 49079,140 914,807
Quishuar

EAQ? 110203,406 229,836

EEAQ® 180629,191 293,399

EAM: extracto acuoso de hojas de Marco, EEAM: extracto etanol-agua de hojas de Marco, EAQ:
extracto acuoso de hojas de Quishuar, EEAQ: extracto etanol-agua de hojas de Quishuar. Mediante
un analisis de varianza ANOVA y con un valor de significancia de 0,05 a # b son diferentes

estadisticamente.

Segun Hernandez, Pabdn, and Rodriguez (2015) el disolvente o reactivo utilizado
en la extraccién tiene relacion directa con la capacidad antioxidante de las
moléculas bioactivas. En la tabla Il se evidencia que el mejor ensayo de las hojas
de Marco es el extracto acuoso porque muestra una actividad antioxidante de

64138,742 + 273,129 pg acido galico/g extracto, superior al extracto etanol-agua.

Alvarado (2007) afirma que los flavonoides y los taninos forman parte de la

composicion quimica de las hojas de Ambrosia arborescens, éstos compuestos
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hidrosolubles se obtienen en extractos acuosos (Beecher, 2003). La actividad
antioxidante de las moléculas fitoquimicas se debe a la estructura que poseen. Los
taninos son compuestos poliméricos porque tienen méas de tres subunidades
fenolicas, lo que atribuye gran potencial antioxidante (Paladio, 2008). La hidrolisis
de los taninos libera acido galico y la asociacion con los flavonoides ayuda a elevar
la capacidad antioxidante (Avello & Pastene, 2005).

EL extracto hidroalcoholico (50:50) de las hojas de Quishuar fue el mejor
tratamiento  que  presentdé  una  actividad  antioxidante de
180629,191 + 293,399 ug acido galico/g extracto. Analisis fitoquimicos realizados
en las hojas de Buddleja incana realizados por Labre (2015) manifiesta la presencia
de sustancias terpénicas, elementos fenodlicos y compuestos verbascosidos (Arano,
Cruz, Estrada, & Fernandez, 2015) en los extractos vegetales de Quishuar que
confiere propiedades antioxidantes. Ademas en su investigacion Labre (2015)
menciona que con lamezcla de agua y etanol, se realiza la extraccion de compuestos
fitoquimicos de polaridad media como son los polifenoles, terpenoides y

antocianidinas (Vieira et al., 2009).

Herndndez et al. (2015) en su investigacion mencionan que el potencial
antioxidante de una planta contra el estrés oxidativo, se debe a que sus compuestos
fitoquimicos tienen la capacidad de estabilizar la concentracion de radicales libres.
La actividad antioxidante de los polifenoles es el precursor para otras actividades

bioldgicas (Proestos, Boziarisb, Nychash, & Komaitisa, 2006).
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4.1.2.2. Actividad antiinflamatoria

Los lisosomas son componentes celulares que contienen enzimas proteoliticas y
cuando se ven afectados por procesos inflamatorios su membrana lisosomal se lisa
y por lo tanto causa afecciones a tejidos adyacentes (Kumar et al., 2011). El modelo
bioldgico utilizado es esta investigacion fueron los eritrocitos, porque imitan la

membrana de los lisosomas (Alberts et al., 2002).

Segun Mufioz et al. (2015) el aumento de la temperatura en el ensayo ocasiona un
incremento de la vibracion celular lo que causa el debilitamiento de las fuerzas
intermoleculares y por lo tanto la ruptura de la pared celular . Los extractos
vegetales con componentes bioactivos que tuvieron propiedades antiinflamatorias
permitieron la estabilizacion de la membrana eritrocitaria frente al factor
temperatura, con lo cual fue posible la determinacion del porcentaje de proteccion
de membrana (Kumar et al., 2011), en las Figuras | y 1l se muestran los resultados
obtenidos.
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Figura I. Comparacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos vegetales de las hojas de
Marco y del antiinflamatorio testigo la aspirina EAM: extracto acuoso de hojas de Marco, EEAM:
extracto etanol-agua de hojas de Marco, EEM: extracto etandlico de hojas de Marco. * Mediante
un analisis de varianza ANOVA disefio experimental A*B+1 con un valor de significancia de P >

0.05 si existe diferencia significativa.

Con los resultados obtenidos se determiné el mejor ensayo, el extracto etanolico de
las hojas de Marco obtuvo una actividad antiinflamatoria de 88,57 %, superior al
antiinflamatorio testigo aspirina con una actividad de 87,66 %. Es evidente
observar en la figura | que la actividad antiinflamatoria no tiene una relacion
directamente proporcional con la concentracion del extracto. Alvarado (2007)
afirma que los taninos y los flavonoides son los principales componentes
fitoquimicos de las hojas de Marco, biomoléculas que atribuyen a la planta
propiedades antiinflamatorias (Casares, 2010)
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En un trabajo de investigacion Cartaya and Reynaldo (2001) mencionan que los
flavonoides son compuestos de polaridad media y son solubles en etanol.
Adicionalmente demostraron la propiedad antiinflamatoria de los flavonoides,
porgue son capaces de disminuir los sintomas que se manifiestan en un proceso
inflamatorio y de mejorar la circulacion periférica. Segun Limon et al. (2013) el
mecanismo de accion de los flavonoides es la inhibicion de la produccion de

prostaglandina
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Figura Il. Comparacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos vegetales de las hojas de
Quishuar y del antiinflamatorio testigo la aspirina. EAQ: extracto acuoso de hojas de Quishuar,
EEAQ: extracto etanol-agua de hojas de Quishuar, EEQ: extracto etan6lico de hojas de Quishuar.
* Mediante un andlisis de varianza ANOVA disefio experimental A*B+1 con un valor de

significancia de P > 0.05 si existe diferencia significativa.

Analizando los resultados obtenidos con los extractos de las hojas de Quishuar, el
extracto acuoso presentd una actividad de 81,22 %, mientras que la aspirina tuvo
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87,66 %. Una investigacion realizada por Labre (2015) en algunas plantas del
género Buddleja ha identificado compuestos bioactivos entre los que se caracterizan
los terpenoides, flavonoides y compuestos verbascésidos (Santos et al., 2012). Los
elementos verbascésidos son feniletanolglicosidos que tienen actividad
antiinflamatoria (Diaz, Jiménez, & Aurd, 2000). Segun Valenzuela (2009) el
mecanismo antiinflamatorio de los compuestos verbascosidos consiste en la

inhibicidn de mediadores involucrados en el proceso inflamatorio.
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4.1.2.3. Actividad citotoxica

La determinacion de concentracion inhibitoria méaxima media IC50, de los extractos
de Marco y Quishuar es un indicador cuantitativo que permite conocer la cantidad
necesaria del extracto para provocar una reduccion de las células MCF-7. Los

resultados obtenidos se muestran en las figuras 11y 1V.

Actividad Citotoxica de Marco

0,0400 *
0,0344

0,0350
0,0300
0,0250
0,0200 EAM

IC50

0,0150 EEAM

0,0100 0,0066 EEM

0,0039
0,0050

0,0000
EAM EEAM EEM

Extracto vegetal

Figura Il Determinaciéon de concentracion inhibitoria medio maxima (IC50) de los extractos
vegetales de Marco. EAM: extracto acuoso de hojas de Marco, EEAM: extracto etanol-agua de hojas
de Marco, EEM: extracto etandlico de hojas de Marco. * Mediante un anlisis de varianza

ANOVA con un valor de significancia de P > 0.05 si existe diferencia significativa

En un estudio realizado con Ambrosia arborescens se confirma la actividad
antitumoral en un extracto etanélico (Hinojosa & Moreno, 2013). Los resultados de
la presente investigacion coinciden con fundamentos bibliogréficos ya que el mejor
tratamiento en la determinacion de citotoxicidad de los extractos de Marco fue el
extracto etanolico porque muestra un valor de IC50 de 0,0039 lo que quiere decir
que se necesitd una minima cantidad del extracto para que su toxicidad en células
MCF7 fuera letal.
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En una investigacion realizada por Naranjo (2010) afirma la presencia de
compuestos fendlicos en la composicion quimica del aceite esencial de Marco.
Segun Alvarado (2007) en su investigacion in vivo realizada con ratones como
biomodelos afirma que los flavonoides, sesquiterpenos y monoterpenos como las
tuyonas atribuyen propiedades de toxicidad a Ambrosia arborescens. Avalos and
Pérez (2009) mencionan que los terpenos son insolubles en agua y para su

extraccion es indispensable la utilizacion de un disolvente organico, como el etanol.

La actividad citotdxica del extracto etandlico de las hojas de Marco puede deberse
a la presencia de lactonas sesquiterpénicas: coronofilina y damsina como lo afirma
Cruz (2009) en su investigacion comprobando la presencia de estos compuestos en
el aceite esencial de Marco y adicionalmente menciona que estos elementos tienen
un rol importante en la inhibicién de la proliferacion celular y biosintesis del ADN
(Villagomez et al., 2013)

Actividad Citotdxica de Quishuar

0,2340 .

0,2320

0,2300

0,2280

0,2260

0,2240 0.2220 EAQ
0,2220 0,2211 FEAQ
0,2200

0,2180

0,2160

0,2140

0,2314

IC50

EEQ

EAQ EEAQ EEQ

Extracto vegetal

Figura IV Determinacion de concentracion inhibitoria medio maxima (IC50) de los extractos
vegetales de Quishuar. EAQ: extracto acuoso de hojas de Quishuar, EEAQ: extracto etanol-agua de
hojas de Quishuar, EEQ: extracto etandlico de hojas de Quishuar.* Mediante un analisis de varianza

ANOVA con un valor de significancia de 0,05 si existe diferencia significativa
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El mejor tratamiento en la evaluacion de la actividad citotoxica de las hojas de
Quishuar fue el extracto acuoso porque tuvo un IC50 de 0,2211. Segun
Mashamaite, Ng’ambi, Norris, Ndlovu, and Mbajiorgu (2009) los compuestos
fitoquimicos responsables de las actividades bioldgicas como la citotoxicidad de las
plantas, son los alcaloides y fenoles. Con una investigacion realizada por Avila et
al. (2005) se han identificado alcaloides, compuestos fendlicos y flavonoides
(Labre, 2015) como componentes de naturaleza quimica de las hojas de Quishuar,
por lo tanto la obtencidn de estos compuestos se realizaria mediante el extracto

acuoso (Mufioz et al., 2015).

Los resultados obtenidos tal vez se deben a la presencia de flavonoides en el
extracto vegetal de las hojas de Quishuar porque segin S. Ruiz, Venegas, Chavez,
and Eustaquio (2010) los flavonoides cumplen la funcién de inhibir la formacion
de tumores, el mecanismo de accion de estos compuestos tiene lugar en los

diferentes niveles de la carcinogénesis.

Ademas una investigacion in vitro del aceite de oliva realizadas por Oliveras et al.
(2011) confirman la presencia de compuestos fendlicos como lignanos y
secoiridoides que tienen propiedades anticancerigenas en células MCF-7 del cancer
de mama debido a que estos compuestos pueden reaccionar con intermediarios

carcinogenos (Van Erk et al., 2005)

4.2. Verificacion de Hipotesis

Con los resultados obtenidos en la parte experimental in vitro de las actividades
antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica cabe mencionar con respecto a la

hipotesis de la presente investigacion:

Ho #0 La hipoétesis nula se rechaza

Ha =0 La hipdtesis alternativa se acepta
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Lo que significa que el solvente utilizado para la extraccion de principios activos
de las plantas Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) si

incide en las actividades bioldgicas antioxidante, antiinflamatoria y citotoxica.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

o Se obtuvieron extractos vegetales secos de Marco (Ambrosia arborescens)
y Quishuar (Buddleja incana) mediante la tecnologia de spray dryer o secado por
aspersion con la finalidad de microencapsular los principios activos de los
extractos, propiciando estabilidad y evitando la pérdida de compuestos volatiles. Se
consiguid un gran rendimiento de sélidos solubles totales (SST) con los extractos
acuosos de Marco (77,14 %) y Quishuar (50,85 %)

o Se determind la actividad antiinflamatoria de los extractos vegetales de
Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) mediante el método
de estabilizacion de la membrana de los eritrocitos. El extracto etandlico de Marco
tuvo mayor actividad antiinflamatoria 88,57 % con respecto al antiinflamatorio
testigo aspirina 87,66 %. Sin embargo el extracto acuoso de las hojas de Quishuar

tuvo 81,22 % de actividad antiinflamatoria.

o Se cuantifico la actividad antioxidante de los extractos vegetales Marco
(Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) con el método de
quimioluminiscencia. El extracto acuoso de las hojas de Marco presentd una
actividad antioxidante de 64138,42 pg acido galico/d extracto y el extracto
hidroalcohdlico de Quishuar 180629,191 pg acido galico/d extracto. Los extractos
vegetales de las plantas en estudio presentaron un potencial antioxidante con

capacidad de evitar el estrés oxidativo.

o Se determind la actividad citotoxica de los extractos vegetales de la planta
de Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) con el uso del
colorante MTT. El biomodelo para la evaluacion de la citotoxicidad de los extractos

fueron las células MCF-7 y fue posible evidenciar que el extracto etanolico de
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Marco con un IC50 de 0,0043 tiene gran capacidad para inducir la apoptosis celular,
mientras que Quishuar con el extracto hidroalcohélico (50:50) un IC50 de 0,2211.

5.2. Recomendaciones

o Profundizar la investigacion para la especificar la funcion de los principios
activos extraidos de las hojas de Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar
(Buddleja incana.

o Determinar el mecanismo de accion de los principios activos de Marco
(Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana) en la actividad citotdxica
frente a células MCF-7.

o Realizar un andlisis cuantitativo de la concentracion de moléculas bioactivas
en los extractos de Marco (Ambrosia arborescens) y Quishuar (Buddleja incana).
o Realizar experimentacion in vivo de las actividades antioxidante,
antiinflamatoria y citotoxica de los extractos de Marco (Ambrosia arborescens) y

Quishuar (Buddleja incana).
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ANEXOS

Anexo | recoleccidon y proceso de secado de las hojas de Marco (A, B, C) y
Quishuar (D, E, F)
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Anexo Il Proceso de molido de hojas secas de Marco (A) y Quishuar (B)

Anexo Il Obtencion de extractos vegetales liquidos de Marco (A, B) y
Quishuar (C, D). Evaporacion del solvente en el rotaevaporador (E)

.Determinacion de (SST) de los extractos (F).
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Anexo IV Proceso de secado por aspersion (A). Polvos microencapsulado de
Marco (B) y Quishuar (C).
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Anexo V Determinacion de Polifenoles

Anexo VI Determinacion de la actividad antiinflamatoria de Marco (A) y
Quishuar (B)
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Anexo VII Determinacion de actividad citotdxica de los extractos vegetales de
Marco (A) y Quishuar (B)
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Anexo VIII Andlisis estadistico de los extractos vegetales de Marco mediante en disefio experimental A*B+1

F.V. SC gl CM F p-valor
Réplicas 1.8E-04 2 8.9E-05 0.6357 0.9970
Disolvente 0.09 2 0.04 285.7143 <0.0000
Concenntracion 7.17 3 2.39 17071.4286 <0.0000
Disol*Concent 3.69 6 0.62 44285714 <0.0000
Testgo + Resto 3.05 1 3.05 21785.7143 <0.0000
Error 0.0050 35 0.00014
Total 14.0053 59
TRATAMIENTOS Medias n E.E.
Acuoso 2.5 0.00 3 0.01 A
Etandlico 500 0.00 3 0.01 A
Etandlico 2.5 0.00 3 0.01 A
Etanol-Agua 2 0.00 3 0.01 A
Etanol-Agua 500 0.00 3 0.01 A
Acuoso 500 0.00 3 0.01 A
PBS 1.5 0.36 3 0.01 B
PBS 2.5 0.48 3 0.01 C
PBS 2 0.69 3 0.01 D
Etanol-Agua 1.5 0.74 3 0.01 D
Etanol-Agua 1 0.74 3 0.01 D
Etanol-Agua 2.5 0.84 3 0.01 E
Acuoso 2 0.94 3 0.01 F
PBS 500 1.04 3 0.01 G
Acuoso 1 1.14 3 0.01 H
Etandlico 2 1.16 3 0.01 H
PBS 1 1.17 3 0.01 H
Acuoso 1.5 1.17 3 0.01 H
Etandélico 1 1.19 3 0.01 H
Etanbélico 1.5 1.28 3 0.01 I

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo IX Analisis estadistico de los extractos vegetales de Quishuar mediante en disefio experimental A*B+1

F.V. SC al CM F p-valor
Réplicas 2.3E-05 2 1.2E-05  0.1090 0.8909
Disolvente 2.21 2 1.11 10090.91 <0.0000
Concentracion 0.32 4 0.08 727.27 <0.0000
Disolv.*Concent. 4,01 8 0.50 9090.91 <0.0000
Testigo + Resto 4.2891 1 4.2891 38991.82 <0.0000
Error 0.0040 35 0.00011
Total 10.8331 59
TRATAMIENTOS Medias n E.E.
Etanol-Agua 500 0.00 3 0.01 A
Etanol-Agua 2.5 0.00 3 0.01 A
Etanol-Agua 2 0.00 3 0.01 A
Etandlico 2 0.00 3 0.01 A
Etandlico 1.5 0.00 3 0.01 A
Etandlico 1 0.00 3 0.01 A
Etandlico 2.5 0.00 3 0.01 A
Acuoso 500 0.00 3 0.01 A
Etanol-Agua 1 0.00 3 0.01 A
Etanol-Agua 1.5 0.00 3 0.01 A
PBS 1.5 0.36 3 0.01 B
Acuoso 1.5 0.45 3 0.01 C
PBS 2.5 0.48 3 0.01 C
Acuoso 2.5 0.57 3 0.01 D
Acuoso 2 0.62 3 0.01 D
PBS 2 0.69 3 0.01 E
PBS 500 1.04 3 0.01 F
Etandlico 500 1.05 3 0.01 F
Acuoso 1 1.05 3 0.01 F
PBS 1 1.17 3 0.01 G

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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