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RESUMEN

Las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” fueron sometidas a un proceso de
extraccion hidroalcohdlica, desengrasado con éter de petréleo y extraccion de los
compuestos fendlicos con acetato de etilo. Las enfermedades relacionadas con
procesos inflamatorios y radicales libres en la actualidad es un problema real de
salud, sumado al elemento de la toxicidad que los farmacos conllevan, por ello es
indispensable contar con nhuevas alternativas terapéuticas con efecto
antiinflamatorio y antioxidante, con menor toxicidad y costo, en ese sentido los
compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de escasa toxicidad con
variadas propiedades biolégicas entre las cuales destacan el efecto
antiinflamatorio y antioxidante. Sobre la base de la fuerte evidencia de las
actividades beneficiosas sobre la salud de los compuestos fendlicos, el estudio
realizado en los laboratorios de la escuela Profesional de Farmacia y Bioguimica
de la UNSCH se centra en la evaluacién de la actividad antiinflamatoria y
antioxidante in vitro de los compuestos fendlicos de las hojas de Psidium guajava
L “guayaba”, con un modelo experimental por el método de inhibicion de la
desnaturalizacion de proteina y Actividad secuestradora del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH). El porcentaje de inhibicion de la desnaturalizacion de
proteina para los compuestos fendlicos aislados se realiz6 a diferentes
concentraciones: 100, 200, 400 y 800 ug/mL, asi mismo la proteina albumina al
1% se enfrentd a una solucién control (0.1 mL de agua destilada) y una solucién
de referencia (100 pg/mL de diclofenaco). Para determinar la actividad
secuestradora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo también se usé compuestos
fendlicos a 10, 50, 100 y 200 uyg/mL y como estandar Trolox. Los resultados
indican que la proteccion maxima de la desnaturalizacion de la albumina inducida
por calor (p<0,05) fue de 92,6% a la concentracion de 800 pg/mL, el diclofenaco
mostro 77,4% de proteccion de la desnaturalizacion de albumina y la maxima
actividad secuestradora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) fue de
81,1% a 200 pg/mL de compuestos fendlicos (p<0,05), con una ICso (%) de 43,5
Mg/mL respecto a la del Trolox que fue de 4,2 yg/mL. Concluyéndose que en las
condiciones experimentales los resultados obtenidos en el presente estudio
indican que los compuestos fendlicos de las hojas de Psidium guajava L.
“guayaba” presenta actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro.

Palabras clave: Psidium guajava L. “guayaba”, compuestos fendlicos, actividad
antiinflamatoria in vitro, actividad antioxidante in vitro, DPPH.
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|. INTRODUCCION

La actividad antiinflamatoria y antioxidante ha despertado en los Gltimos afios un
gran interés cientifico en el area farmacoldgica, principalmente en virtud de la
capacidad potencial de ciertos compuestos de interferir en la evolucién de
enfermedades que cursan con procesos inflamatorios crénicos.!

La inflamacion es un proceso complejo, que representa la respuesta del tejido
corporal a las reacciones inmunes, las lesiones o el dafio isquémico. La respuesta
clasica a la inflamacién incluye rubor, tumefaccion, calor, dolor o malestar y
pérdida de la funcién,?® e involucra acontecimientos tales como: el aumento de la
permeabilidad vascular, el aumento de la desnaturalizacién de proteinas y la
alteracion de la membrana.! Se acepta cominmente que, en una situacion de
estrés oxidativo, se generan especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales
juegan un papel importante relacionado con los procesos inflamatorios, es decir
en muchos trastornos inflamatorios hay produccion de radicales O, OH y especies
no radicales libres (H.O2) que pueden dafar el tejido circundante por acciéon
oxidante directa o indirecta. La peroxidacion de lipidos da como resultado la
destruccién de la membrana y a continuacion la respuesta inflamatoria mediante
la produccién de mediadores y factores quimiotacticos, también se sabe que las
especies reactivas de oxigeno activan a la metaloproteinasa de la matriz
(colagenasa) provocando una mayor destruccion de los tejidos visto en diversas
reacciones artriticas. Por lo tanto, los agentes que pueden secuestrar estas
especies reactivas de oxigeno pueden ser beneficiosos en el tratamiento de
trastornos inflamatorios.*

Las sustancias naturales que presentan probada accion antioxidante también se
reportan como antiinflamatorias.> De acuerdo con lo expresado por la
Organizacién Mundial de la Salud, el 80% de la poblacion mundial depende de las
plantas para su atencion primaria de la salud en los paises en desarrollo. Asi

mismo, se estima que la poblacién mundial sera de 7500 millones de persona para



el afio 2020, de las cuales el 75% vivira en paises en desarrollo y consumira solo
el 15% de los medicamentos totales del mercado. Estos datos permiten predecir
que la mayoria de la poblacion dependera ain mas de las plantas medicinales.®
Sumado a eso podemos decir que los farmacos de uso actual, inducen efectos
secundarios en la mayoria de los pacientes, por todo ello es indispensable contar
con nuevas alternativas terapéuticas con efecto antiinflamatorio y antioxidante,
menos toxicos y baratos.”® Esta problematica, motiva la busqueda de
antioxidantes de origen vegetal con propiedades eliminadoras de radicales libres
que podrian tener gran importancia como agentes terapéuticos en varias
enfermedades inflamatorias causadas por estrés oxidativo. En ese sentido los
compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de escasa toxicidad que
pueden prevenir varias enfermedades inflamatorias producidas o no por factores
oxidantes.®
Los flavonoides reportan actividad inhibitoria en la producciéon de NO, expresion
de iNOS y los niveles de TNF-a en macréfagos.® Y recientemente se ha
relacionado con su capacidad para inhibir las metaloproteinas, asi como en su
capacidad para originar enlaces de hidrogeno que estabilizan las proteinas de la
membrana basal, especialmente el colageno haciéndolas menos susceptibles a la
degradacion proteolitica.* 1°

Hay una gran variedad de especies vegetales reportadas con actividad

antiinflamatoria y antioxidante, que no cuentan con un respaldo cientifico que

corrobore dicha actividad. Psidium guajava L “guayaba” contiene innumerables
metabolitos secundarios entre ellas los compuestos fendlicos quienes presentan

diversas propiedades terapéuticas.! 12

Objetivo general.

Determinar la actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro de los compuestos

fendlicos aislados de las hojas de Psidium guajava L “guayaba”.

Objetivos especificos.

o Identificar la presencia de fenoles y flavonoides en los extractos obtenidos de
las hojas de Psidium guajava L “guayaba”.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro de los compuestos fendlicos
aislados de las hojas de Psidium guajava L “guayaba” a diferentes
concentraciones.

e Evaluar la actividad antioxidante in vitro de los compuestos fendlicos aislados

de las hojas de Psidium guajava L “guayaba”. a diferentes concentraciones.



ll. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio
Leelaprakash y Mohan Dass evaluaron efecto antiinflamatorio in vitro del extracto
metanodlico de Enicostemma axillare por el método de inhibicibn de
desnaturalizacion de albumina. El intervalo de concentracién de 100-500 ug/mL
protegié significativamente (p<0,01) la desnaturalizacion de la proteina inducida
por el calor, la concentraciéon de 500 pyg/mL mostré la méaxima proteccion de la
desnaturalizacion de la proteina que fue del 71% y el estdndar aspirina 100 ug/mL
ejercié 68% de proteccién. Concluyéndose que Enicostemma axillare segun el
modelo in vitro estudiado presenta actividad antiinflamatoria.t
Alamgeer, Uttra y Hasan evaluaron el potencial antiartritico del extracto acuoso,
metandlico y varias fracciones de Berberis orthobotrys utilizando el método de
inhibicion de la desnaturalizacion de albumina en un intervalo de concentracion de
12,5 a 800 pg/mL, tomando como estandar a la aspirina. Obteniendo resultados
notables que revelaron inhibicién de desnaturalizacion de la albumina dependiente
de la concentracién de los extractos, con una inhibicion maxima (p<0,01) de
92,81% de desnaturalizacion proteinica a 800 ug/mL que fue paralela a la aspirina
97,55% a 800 ug/mL del extracto metanolico.*®
Sajid et al evaluaron el efecto antiinflamatorio in vitro del extracto metandlico,
cloroférmico y acuoso de la corteza del tallo de Alnus nitida por el método de la
inhibicion de la desnaturalizacion de albumina. Usaron como farmaco de
referencia al diclofenaco y aspirina. Los resultados mostraron una notable
inhibicion porcentual (p<0,05) a 500 pg/mL de 73,3+3,81% para el extracto
cloroférmico, y para la fase metandlica y acuosa de 69,23+2,56% y 69,1 + 3,79%
respectivamente. El diclofenaco y la aspirina exhibieron la inhibicion maxima de
76,613,73% y 74,4+3,38% respectivamente (p<0,05). Concluyendo que la corteza

de Alnus nitida puede usarse para los trastornos relacionados con la inflamacion.'*


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alamgeer%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28720131
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uttra%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28720131
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hasan%20UH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28720131

Naz et al evaluaron el potencial antiinflamatorio de extractos metandlicos de cuatro
especies de plantas etnomedicinales de Punjab, Pakistdn a concentraciones de
25 a 200 pg/mL. El potencial antiinflamatorio fue evaluado mediante el método in
vitro por medio de la inhibicibn de la desnaturalizacion de la albumina.
Obteniéndose la méxima inhibicion (p<0,05) a 200 ug/mL para Cuscuta pedicellata
el cual fue de 73,3+1,3 %, concluyéndose que es recomendable usar dicha planta
como antiinflamatorio en medicina popular segun el resultado de dicha
investigacion.*®

Rojas y Tomas evaluaron la actividad antioxidante in vitro del extracto metanélico
de las hojas de Passiflora edulis sims “maracuya” por el método de DPPH a 4
concentraciones de la muestra: 200, 100, 50 y 10 ug/mL. Se observé una
capacidad antioxidante dependiente de la dosis, 75,85+2,06% a 200 ug/mL
(p<0,05), determindndose una ICs0=124 ug/mL. Se concluye que el extracto
metandlico de las hojas de Passiflora edulis sims “maracuyd” es eficaz
antioxidante in vitro.'®

Wagqgas et al estudiaron la capacidad antioxidante de extractos crudos de las
semillas de Vitis vinifera, Tamarindus indica y Glycin max, se examinaron por sus
propiedades de eliminacion de radicales libres usando acido ascoérbico como
antioxidante estandar. La actividad de eliminacion de radicales libres se evalué
usando DPPH. Cuyo resultado muestra que La actividad antioxidante general de
las semillas de uva (Vitis vinifera) fue la mas fuerte, seguida en orden descendente
por la soja (Glycin max) y el tamarindo (Tamarindus indica), mostrando 85,61%;
83,45% y 79,26% de actividad de eliminacién de DPPH respectivamente (p<0,05).
Concluyéndose que dichas plantas poseen antioxidantes que pueden ser de
utilidad en algunas enfermedades degenerativas.*’

Aguilar y Bonilla determinaron la actividad antioxidante de los flavonoides aislados
de las hojas de Smallanthus sonchifolius. Dicha actividad fue evaluada utilizando
la actividad secuestradora del DPPH. Los flavonoides aislados demaostraron tener
actividad antioxidante semejante a la rutina, quercetina y vitamina C, dependiente
de la concentracion (p<0,05), la ICso fue a 24,7 pg/mL. Se concluye que, los
flavonoides presentes en las hojas de Smallanthus sonchifolius tienen actividad
antioxidante.'8

El objetivo de un estudio realizado por Garcia et al fue evaluar la actividad
antiinflamatoria in vitro de los polisacaridos del tegumento de Patallus mollis

mediante la prueba de desnaturalizacion de la albumina. Los polisacéridos se



extrajeron mediante digestion enzimética con bromelina, papaina y pepsina. La
mezcla de reaccion consistio en suero de albamina bovina al 0,5% con
polisacéridos en intervalo de concentracion de 62,5 a 2000 pg/mL. Como estandar
se usO diclofenaco sodico. Solo los polisacaridos extraidos con papaina
presentaron inhibicién de la desnaturalizacion de albamina inducida por calor a
una dosis de 2000 pg/mL.*°

Ramirez E. Determiné la actividad antioxidante in vitro del extracto cloroférmico
de las hojas de Chuquiraga lessing “huamanpinta” por el método DPPH. Las
concentraciones evaluadas fueron de 50, 100, 200 y 300 pg/mL encontrandose
valores de 30,2; 49,9; 72,0; y 86,4% respectivamente; comparados frente al
Trolox, este presento una capacidad antioxidante de 44,3; 51,5; 74,0; y 85,7%. De
igual forma se calcul6 el ICs para el Trolox 3,4 ug/mL y el ICso para el extracto fue
de 218,35 ug/mL. Concluyéndose que Chuquiraga lessing “huamanpinta”
manifiesta actividad antioxidante, que la ubica como una especie nativa muy
importante en la linea de los recursos naturales.?°

2.2. Psidium guajava L “guayaba”

2.2.1. Clasificacién taxondmica segun el sistema de Cronquist. A. 1988.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE ; ROSIDAE

ORDEN ; MYRTALES
FAMILIA : MYRTACEAE
GENERO : Psidium

ESPECIE X Psidium guajava L.
N.V X "guayaba"

Fuente: Certificado emitido por el Herbariun Huamangensis de la Facultad de Ciencias Biolégicas (Anexo 1)

2.2.2. Descripcién botanica.

Es un &rbol o arbusto de 3 a 10 m, su tronco generalmente es torcido y muy
ramificado, de madera dura, la corteza, de color gris, se descama con frecuencia
y presenta manchas. Hojas simples, oblongas o elipticas de color verde brillante
a verde parduzco. Flores solitarias o0 en cimas hasta de 8 cm, axilares, sépalos de
4 a5, verdes en el exterior y blancos en el interior, pétalos de 4 a 5 de color blanco.
Fruto tipo baya, hasta de 8 cm de didmetro, globosas a ovoides, con el caliz
persistente en el 4pice, carnosas, de color crema amarillo a rosado, de olor

fragante y sabor agridulce, pulpa de color rosado, naranja y blanca.'?



2.2.3. Distribucion geografica.

Se encuentra de forma silvestre desde el sur de San Luis Potosi, hasta la
peninsula de Yucatan en la vertiente del Golfo y de Sonora hasta Chiapas en la
vertiente del pacifico. En su forma cultivada en el Mundo se distribuye desde
Centroamérica hasta Sudamérica, sobre todo en Brasil, Perl, Venezuela y
Colombia; también se encuentra en paises como Pakistan, Egipto, Bangladesh,
Estados Unidos, Espafia, Malasia, Tailandia, India, Sudéafrica e Indonesia, quienes
son los principales productores de guayaba a nivel mundial. 1221

2.2.4. Composicion quimica.

Las hojas de esta planta contienen taninos y fenoles, flavonoides y triterpenos y
esteroides, asi como de saponinas y compuestos aminados.? Se ha reportado un
aceite esencial y otras sustancias volatiles. Contiene, ademas, acido guajanoico,
[3-sitosterol, uvaol, acido oleandlico y &cido ursélico; acido 2-a-hidroxiursolico,
morin-3-0-a-L-arabopiranosido, hiperina, miricetina-3-0O-a-D-glucosido, quercetin-
3-0-R-D-glucuronopiranosido, 1-O-galoil-a4-D-glucosa.’? Se ha informado la
presencia de acido ascérbico y de otros flavonoides asi como azUcares reductores
y alcaloides. Se ha aislado una nueva benzofenona y un flavonol de naturaleza
galoil-glicésido, conjuntamente con 5 nuevos quercetin-glicésidos. Se informo el
aislamiento de nuevos flavonoides y triterpenos.?! 22

2.2.5. Uso en medicina tradicional

Todas las partes de este arbol, incluidas las frutas, las hojas, la corteza y las raices
poseen propiedades medicinales, se usan para tratar el dolor de estbmago y la
diarrea en muchos paises. Es bien sabido que un extracto de las hojas de P.
guajava mejora los sintomas de la enfermedad alérgica e inflamatorias.*?

2.3. Compuestos fendlicos

Son metabolitos secundarios producidos por todas las plantas, son un grupo de
sustancias que poseen en comun un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes
hidroxilos y que ocurren frecuentemente como glucésidos, combinados con
unidades de azucar, son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua,
pueden ser detectados por el intenso color verde, azul o negro, que producen
cuando se les agrega cloruro ferrico.1% 23 24

Los polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad
estructural, seguiin su estructura quimica tenemos dos grandes grupos.t0: 2!

a) No flavonoides

e Fenoles no carboxilicos: C6, C6-C1, C6-C3



e Acidos fenoles: derivados del acido benzoico C6-C1 y derivados del acido
cinamico C6-C3.1°

b) Flavonoides (C6-C3-C6)

Formados por 2 grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado.

Subgrupos:

e Antocianos.

¢ Flavonas, flavononas, flavanoles y flavanonoles.

e Flavanoles, taninos condensados y lignanos®

2.3.1. Acidos fenélicos

Estos compuestos tienen una funcion carboxilica y un grupo hidroxilico fendlico,

derivan del 4cido benzoico (anisaldehido, vanillina, acido verétrico, acido anisico,

acido gdlico) y del acido cindmico (clorogénico, cafeico, ferulico y sinaptico, p-

cumarico, elagico).?®?® Los &cidos fendlicos tienen propiedades antisépticas

urinarias y propiedades antiinflamatorias.®

e Acidos fenodlicos derivados del acido benzoico

COOH
R1 R2
H H acido p-hidroxibenzoico
OCHs H acido vinillico
OH OH acido galico
R1 R2 OCHs OCHs acido siringico
OH

Acido p-hidroxibenzoico
Figura 1. Estructura de los acidos benzoicos?®®
Fuente: Gimeno E. Compuestos fendlicos. 2004.

e Acidos fenodlicos derivados del acido cinamico

R1 COOH

AN R1 R2
0] H acido p-cumarico
OH H acido cafeico
HO OCHs H 4cido ferdlico
R2 OCHs OCHs acido sinaptico

Acido p-hidroxicinamico
Figura 2. Estructura de los acidos cinamicos'®

Fuente: Gimeno E. Compuestos fendlicos. 2004



e Accién farmacologica

Los acidos fendlicos inhiben la 5-lipooxigenasa de granulocitos humanos, de ello
resulta una inhibicion en la formacion de hidroperoxidos y leucotrienos que podrian
justificar el empleo en el tratamiento de enfermedades inflamatorias o alérgicas.®
también posee capacidad para capturar radicales libres gracias a la presencia de
grupos hidroxilo.?

2.3.2. Flavonoides

Los flavonoides fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyodrgy, quien en
1930 aisl6 de la cascara del limén una sustancia, la citrina, que regulaba la
permeabilidad de los capilares. Los flavonoides se denominaron en un principio
vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C2 (porque se comprobd que
algunos flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina C). Sin embargo,
el hecho de gue los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas
denominaciones se abandonaron alrededor de 1950.18 Estos pigmentos naturales
presentes en los vegetales protegen al organismo del dafio producido por agentes
oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas
presentes en los alimentos, etc.z 2°

e Clasificacion

Los flavonoides se clasifican a partir de sus variaciones estructurales,
modificaciones como pueden ser: adicionar (0 reducir) grupos hidroxilos, la
metilacion de grupos hidroxilos o del nacleo del flavonoide, metilacion de grupos
hidroxilos en posicion orto, dimerizacion (para producir biflavonoides), formacién
de bisulfatos y la mas importante, glicosilacion de grupos hidroxilos (para producir
flavonoides O-glicosidos) o del nacleo del flavonoide (para producir flavonoides C-
glicésidos) (Tabla 2).2® Las amplias gamas de flavonoides incluyen: flavanonas,
flavonoles, flavonas, flavanoles, antocianinas, flavanonoles, isoflavonas,
chalconas, dihidrochalconas, auronas y neoflavonas.?®

e Efectos farmacolégicos

Los flavonoides actuan en las plantas como antioxidantes, antimicrobianas,
fotorreceptores, atractores visuales, repelentes de alimentacion, y para la
deteccion de la luz. Muchos estudios han sugerido que los flavonoides presentan
actividades bioldgicas, incluyendo antialérgico, antiviral, antiinflamatorio (por
inhibiciéon de la COX), y las acciones vasodilatadoras.?® 2 Son compuestos
polifendlicos de importancia farmacoldgica por exhibir actividad antioxidante,

antialérgica, antitumoral, antimicrobiana y hormonal.?” Se report6 la actividad



inhibitoria de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en macrofagos RAW 264.7
estimulados con lipopolisacaridos de bacterias gram negativos (LPS), otro estudio
demostré que los flavonoides también tienen propiedades de inhibir la produccion
de NO y la expresion de iNOS. Presentan una rapida absorcién y pueden sufrir
oxidacion y reacciones de reduccion, asi como la metilacion, la glucuronidacion .2
Los flavonoides poseen actividad antioxidante y capacidad para capturar radicales
libres gracias al grupo oxidrilo presente en su estructura. Esta caracteristica se
asocia con la presencia en la molécula de grupos orto dihidroxi en el anillo B, un

doble enlace entre el C,yC,en conjunto con la posicién 4-oxo en el anillo C, y

grupos 3-5 hidroxi, y la funcién 4-oxo en los anillos A y C.?2
Tabla 1. Ejemplo de clases de flavonoides, su estructura, y parte de sustitucion.

Clase de flavonoide Estructura anillo C Parte de sustitucion
Naringina 5,4"-OH;7-O-Neo?

Flavanona Hesperidina 5,3"-OH;4"-OMe?2
Eriodictiol 5,7,3",4-OH
Tangeritina 5,6,7,8,4"-OMe?

Flavona Luteolina 5,7,3",4-OH
Apigenina 5,7,4-OH
Kaemferol 5,7,3,4-OH

Flavonol Guercetina 5,7,3,3",4-OH
Rutina 5,7,3",4"-OH;3-0-Rut?
Genisteina 5,7,4-OH

Isoflavonoides Diadzeina 7,4 -OH
Orobol 5,7,3",4-OH
Apigenidina 5,7,4-OH

Antocianidinas Luteolinidina 5,7,3,4-OH
Cianidina 3,5,7,3,4-OH
Sulfuretina

Auronas Leptosidina

Neo?: neohesperidosa; Me2: metilo; rut?: rutinosa

Fuente: Lock De Ugaz O. Investigacion Fitoquimica.1994.

2.4. Inflamacién

Se trata de una respuesta fundamentalmente protectora, disefiada para librar al
organismo de la causa inicial de la lesiébn (microbios, toxinas) y también de las
consecuencias de estas lesiones (células y tejidos necroéticos). Esto se logra
mediante la dilucién, destruccién o la neutralizacion de agentes perjudiciales.? 3
La inflamacion obedece a numerosas causas, pero por lo general es causa de una
respuesta inmunitaria a microorganismos infecciosos, entre las otras causas de la
inflamacion figuran los traumatismos, sustancias quimicas, calor y frio extremos y

el dafio isquémico de los tejidos corporales.?



Sin inflamacion, las infecciones no serian controladas, las heridas nunca se
cicatrizarian y los tejidos lesionados serian una fuente de lesion permanente. En
la practica de la medicina, la importancia de la inflamacion radica en que en
ocasiones se activa de forma inadecuada o se controla mal y es la causa de las
lesiones tisulares en muchos procesos.® Las reacciones inflamatorias son la base
de enfermedades cronicas frecuentes, como la artritis reumatoide, la
aterosclerosis o la fibrosis pulmonar, y también de las reacciones de
hipersensibilidad que ponen en riesgo la vida frente a las picaduras de insectos,
los farmacos y las toxinas. Por este motivo, nuestras farmacias son ricas en
antiinflamatorios, que deberian controlar las secuelas perniciosas de la
inflamacidn, si es posible sin interferir con sus efectos beneficiosos. 3

2.4.1. Inflamacion aguda

La inflamacion aguda es una respuesta rapida (minutos) que sirve para hacer
llegar leucocitos y proteinas plasmaticas, como los anticuerpos, al foco de
infecciobn o lesion tisular. La inflamacion aguda esta constituida por tres
componentes esenciales: 1) alteraciones del calibre vascular que aumentan el
flujo de sangre; 2) cambios estructurales de los microvasos que permiten la salida
de la circulacion de las proteinas plasmaticas y los leucocitos, y 3) emigracion de
los leucocitos de la microcirculacién, acumulacion de los mismos en el foco de
lesion y activacion para eliminar el agente.? 3

2.4.2. Inflamacion cronica

A diferencia de una inflamacion aguda, que suele ser autolimitada y de corta
duracion, la inflamacion cronica se autoperpetua y puede durar semanas, meses
e incluso afios. Se caracteriza por infiltracion de células mononucleares
(macréfagos) y linfocitos en lugar del aflujo de neutrdfilos que suele observarse en
la inflamacion aguda. También implica proliferacion de fibroblastos en lugar de
exudados y formacion de cicatrices.? 3

2.4.3. Signos clinicos locales de la inflamacién

La respuesta clasica a la inflamacion incluye rubor, tumefaccion, calor, dolor o
malestar, produccion de exudados y pérdida de la funcién.?

2.4.4. Efectos sistémicos de la inflamacion

En condiciones Optimas la respuesta inflamatoria permanece confinada en un area
localizada. Sin embargo, cuando los mediadores inflamatorios son liberados en la
circulacion la lesion local puede producir manifestaciones sistémicas importantes

tales como: alteraciones del recuento de globulos blancos (leucocitosis o
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leucopenia), fiebre, elevacion de proteinas plasmaticas sintetizadas en el higado
(PCR), alteracion del fibrinbgeno y la proteina amiloide A sérica (SAA),
trombocitosis, aumento del pulso y presion arterial, sepsis y shock séptico.??
2.4.5. Mediadores de la inflamacion

Se han descrito muchos mediadores que pertenecen a diferentes clases quimicas
tales como aminas bidgenas (histamina, serotonina), proteinas y péptidos
(enzimas hidroliticas, citoquinas, anticuerpos, quininas, etc.), especies reactivas
de oxigeno y lipidos (factores activadores de plaguetas, prostanoides,
leucotrienos) y todavia no se comprende por completo cédmo funcionan de forma
coordinada.’ La tabla 2 resume las principales fuentes de los mediadores
esenciales y su implicacién en la reaccién inflamatoria.®

Tabla 2. Acciones de los principales mediadores de la inflamacion

Mediador Fuentes principales Acciones
Derivados de las células
Histamina Mastocitos, Vasodilataciébn, aumento de la permeabilidad
basdfilos vascular, activacién endotelial
Serotonina Plaquetas Vasodilatacién, aumento de la permeabilidad
vascular
Prostaglandinas Mastocitos, Vasodilatacion, dolor, fiebre
leucocitos
Mastocitos, Aumento de la permeabilidad vascular,
Leucotrienos leucocitos guimiotaxis, adherencia y activacion de los
leucocitos
Factor activador Leucocitos, Vasodilatacion, aumento de la permeabilidad
de plaquetas Mastocitos vascular, adherencia leucocitaria, quimiotaxis,
desgranulacion, explosion oxidativa
ROS Leucocitos Destruccion de los microbios, lesion tisular
Oxido nitrico Endotelio, Relajacién del musculo liso vascular, destruccion
macraéfagos de los microbios
Macréfagos, Activacion endotelial local fiebre, dolor, anorexia,
Citocinas células hipotensién, reduccion de la resistencia vascular
(TNF, IL1) endoteliales, (shock)
Mastocitos
Quimiocinas Leucocitos, Quimiotaxis, activacion de los leucocitos
macrofagos

Derivados de las proteinas plasmaticas

Productos del Plasma Quimiotaxis y activacion de los leucocitos,
completo (producido en el vasodilatacion (estimulacién de los mastocitos)
(C5a,C3a,C4a) higado)
Plasma Aumento de la permeabilidad vascular,
Cininas (producido en el  contraccion del musculo liso, vasodilatacion,
higado) dolor
Proteasas Plasma Activacion endotelial, reclutamiento de leucocitos

activas durante
la coagulacion

(producido en el
higado)

Fuente: Robbins Y Cotran. Patologia Estructural y Funcional. 20103,
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2.5. Farmacos antiinflamatorios
El tratamiento de los pacientes con inflamacion incluye: El alivio del dolor,
disminucién o suspension del proceso lesivo tisular.? 28
Existen dos grupos importantes de agentes antiinflamatorios:
e Farmacos antiinflamatorios esteroides o corticosteroides (hormonas
glucocorticoides suprarrenales), cuyo prototipo es la hidrocortisona.
e Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), cuyo prototipo es la
aspirina.?®
2.5.1. Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides
Son sustancias semisintéticas analogas estructurales de los corticoides
(hormonas producidas en la corteza suprarrenal). Su principal accion
antiinflamatoria consiste en inhibir la liberacién del 4cido araquidénico en las
membranas celulares disminuyendo la produccibn de leucotrienos y
prostaglandinas. La accion considerada mas importante es la inhibicién de la
produccién de citocinas.?® La mayor parte de los efectos conocidos de los
glucocorticoides tiene la mediacion de sus receptores, distribuidos de forma
amplia. Estas proteinas son miembros de la superfamilia de receptores nucleares
al cual se uneny producen cambios en el proceso de transcripcion. Estos cambios
tienen acciones amplias sobre la regulacion de factores de crecimiento, citocinas
proinflamatorias como interleukina (IL)-1, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferon gamma (IFN-y) y factor estimulante de
colonias granulociticas y macrofagicas (GM-CSF) y en un alto grado median los
efectos inmunomoduladores e inmunodepresores de los glucocorticoides.?® En
este grupo de farmacos se encuentran la dexametasona, prednisona,
prednisolona, metilprednisolona, cortisona, hidrocortisona, mometasona, entre
otros.®
2.5.2. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo variado y
qguimicamente heterogéneo de farmacos. Actian inhibiendo la sintesis de
eicosanoides. Que se producen por las acciones de dos ciclooxigenasas, la COX-
1 que se expresa de forma constitutiva y la COX-2, inducible. Las prostaglandinas
se dividen en series segun sus caracteristicas estructurales, las mas importantes
para la inflamacion son PGE2, PGD2, PGF2, PGI2 (prostaciclina) y TxA 2
(tromboxano), cada uno de los cuales se genera mediante la accién de una enzima

especifica en un producto intermedio de la via (figura 3).
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Estos farmacos también ejercen efectos antipiréticos y analgésicos.?%%

Fosfolipidos de la membrana

Los esteroides —x Fosfolipasa

. S Otras
Los inhibidores | Acido araquidénico | lipooxigenasa ¢ HPET HET
de COX-1y
COX-2, como el
acido . . . .
acetilsalicilico y x Ciclooxigena 5 -Lipoxigenasa
la indometacina
Prostaglandina G2 (PGG2) 5-HPETE 5-HETE
Il

Prostaglandina H2 (PGH2)

12 -Lipooxigenasa Quimiotaxis

|
; T
| |
Prostaciclina Tromboxano A2
(PGI2) (TXA2) _
Vasoconstriccion
Produce Produce | broncoespasmo,
vasodilatacién, inhibe vasodilatacion, aumento de la
la agregacion induce la agregacion permeabilidad
e [/ [mee
[ ]
PGD2 PGE2
Lipoxina Lipoxina
A4 (LXA4) B4
Vasodilatacion,

aumento de la

permeabilidad Inhibe la adherencia

y la quimiotaxis de
los neutrdfilos

Figura 3. Las dianas moleculares de la accion de algunos farmacos
antiinflamatorios.

Fuente: Katzung B.G., Masters S.B., Trevor A.J. Farmacologia Basica y Clinica. 2010%°.
2.5.3. Radicales libres y antioxidantes

a. Radicales libres

Los radicales libres son moléculas que poseen un nimero impar de electrones, o
sea que poseen un electron desapareado, lo que las hace muy inestables. En los
sistemas vivos tienden a reaccionar rapidamente con diversas macromoléculas
como acidos nucleicos, cadenas de aminoéacidos y los dobles enlaces en acidos
grasos poliinsaturados, provocando modificaciones estructurales y funcionales;
entre éstas Ultimas sobresale la peroxidacion lipidica, en la que los lipidos
insaturados de membrana son oxidados a través de una reaccion en cadena
iniciada por un radical libre, durante este proceso las funciones de la membrana

son afectadas y provocandose con ello la muerte celular.®0: 3!
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e DPPH
Viene a ser el 1,1-difenil-2-picrihidraizil; radical libre y estable, es un indicador para
medir la capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad
antioxidante. Su mecanismo de reaccion consiste en la sustraccion de un atomo
de hidrégeno de un donador (ej. un compuesto fendlico) para generar el
compuesto difenilpicrilhidrazina y una especie radical (ej. radical fenoxil). La
reduccién del DPPH sigue la siguiente reaccion.* 32

DPPH + AH > DPPH + A

DPPH + R > DPPH-R
Donde
DPPH: Forma radical de DPPH
AH: antioxidante
R: especies radicales
e Radicales libres en el ser humano y su patogenia
Los organismos aérobicos generan normalmente radicales libres de oxigeno como
parte de su metabolismo. Estas especies activas (anién superoxido O2, perdxido
de hidrégeno H2O., radical hidroxilo OH") se originan en transferencias univalentes
de electrones, durante la reduccién del oxigeno a agua. Estas transferencias
pueden darse como subproductos de procesos metabdlicos como la respiraciéon
celular.?® 2° Las especies reactivas de oxigeno juegan un papel importante
relacionado con los procesos degenerativos o patolégicos de diversas
enfermedades graves como envejecimiento, cancer, enfermedad coronaria,
enfermedad de Alzheimer, trastornos neurodegenerativos, aterosclerosis,
cataratas e inflamacion.3% 33
Anion superoéxido (0Oy)
El anidon superoxido se genera en las células fagociticas como: monocitos,
neutrofilos, eosinofilos, para incrementar su funcion bactericida. Existen
enfermedades como la gastritis o la inflamacion intestinal en las que hay una
activacion fagociticas excesiva, lo cual provoca lesiones en los tejidos y la
formacion de radicales de oxigeno.*
Oxido nitrico (NO)
El 6xido nitrico cumple muchas funciones fisioldgicas como, desencadenar la
actividad citotoxica de los fagocitos y juega un papel fundamental en la lisis de las

células tumorales, pero una cantidad elevada de NO esta relacionada con
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enfermedades como la inflamacion crénica, accidente cerebro vascular y choque
séptico. 4

Radical hidroxilo (OH")

El radical hidroxilo, es una molécula muy téxica para el organismo, y su generacion
parece ser accidental, probablemente por una reaccion inicial en el O,y el NO, o
derivado de reacciones promovidas por iones metalicos de transicién como el
Fe*+2 y Cu*s,

a. Fuentes de radicales libres

Fuentes externas: contaminacion ambiental, humo del cigarro, productos
alimenticios carcin6genos, luz solar, algunas drogas (anticancerosas).

Fuentes internas: metabolismo celular del oxigeno, fagocitosis, peroxidacion
lipidica.3> 33

b. Antioxidantes

Es definido como una sustancia que, presente a bajas concentraciones
comparadas con las del sustrato, retrasa o previene la oxidacién de dicho
sustrato.3? 3 Los antioxidantes pertenecen a dos clases:

Los preventivos se encuentran en el organismo de los seres vivos, por ejemplo, la
superédxido dismutasa, que cataliza la disminucion del anion superoéxido,
originando perdxido de hidrégeno; la catalasa es una enzima que cataliza la
descomposicion del peroxido de hidrogeno en agua; y también tenemos el
glutation peroxidasa que participa en la eliminacion del peréxido de hidrégeno
como dador de electrones utiliza el glutatiéon reducido.®!

Los interruptores estan presentes en la dieta ingerida sobre todo en las frutas y
verduras (fenoles, aminas, vitamina E, C, A).*

Acidos fenélicos y flavonoides como antioxidantes naturales

Los acidos fendlicos han sido implicados como efectivos antioxidantes como por
ejemplo el 4cido cafeico, el acido clorogénico.®® Asi mismo se ha demostrado que
los flavonoides como los flavonoles (quercetina y rutina) y flavonas han tenido
notables propiedades antioxidantes.®!® Esto debido a que son compuestos que
son capaces de donar hidrégeno a un radical libre para eliminar el electron
extrafio, que son responsables de la reactividad de los radicales. Esto implica que
estos metabolitos presentes en las plantas podrian ser Utiles para tratar el dafio
patoldgico relacionado con los radicales.®? 33

2.3.6. Método para evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro

Existen varios métodos para determinar la actividad antiinflamatoria.
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Lo que se sefiala en la presente investigacion es el método de la inhibicion de la
desnaturalizacién de proteica.>*

Método de lainhibicién de la desnaturalizacion de proteina inducida por el
calor.

La desnaturalizacion de proteinas es un proceso en el cual las proteinas pierden
Su estructura terciaria y su estructura secundaria por la aplicacion de un estrés o
compuesto externo, como &cido o base fuerte, una sal inorganica concentrada, un
solvente organico o calor.'® La mayoria de las proteinas biolégicas pierden su
funcién bioldgica cuando se desnaturalizan. La desnaturalizacion de proteinas es
una causa bien documentada de inflamacion.t

La desnaturalizacién de proteinas es uno de los marcadores fundamentales
durante la inflamacion y la artritis. La desnaturalizacién de proteinas puede ser
explicada por la produccion de autoantigenos en ciertas enfermedades
reumaticas. Asi mismo la alteracién en los enlaces electrostaticos, hidrogeno,
hidrofébico y disulfuro generalmente estan implicados en el mecanismo de
desnaturalizacién de proteinas.'® 14

Por ejemplo, las proteasas plasmaticas que consisten en Cininas, proteinas
activas del complemento y factores de la coagulacién, son sustancias
proinflamatorias derivados de proteinas, una de las Cininas la bradicinina causa
un aumento de la permeabilidad capilar y dolor, el sistema de la coagulacion
contribuye a la fase vascular de la inflamacion, sobre todo a través de
fibrinopéptidos que se forman durante los pasos finales del proceso de la
coagulacion. El sistema del complemento consiste en una cascada de proteinas
plasmaticas que desempefian un papel importante en la inmunidad y la
inflamacién, es decir los fragmentos del complemento contribuyen a la respuesta
inflamatoria porque: 1) causan vasodilatacion y aumento de la permeabilidad
vascular, 2) estimulan la activacion, adherencia y quimiotaxis de los leucocitos, 3)
aumentan la fagocitosis. Las citocinas por su parte son productos polipeptidicos
de muchos tipos celulares (sobre todo linfocitos y macréfagos) que modulan la
funcién de otros tipos celulares importantes en la respuesta inflamatoria.? 3

Por lo tanto el determinar la actividad antiinflamatoria mediante este método se
fundamenta en inhibir o reducir la desnaturalizacion térmica de la proteina

(albumina) por un efecto protector del extracto frente a la accion del calor.® 3
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2.3.7. Método para evaluar la actividad antioxidante

Se usara el método de la actividad secuestradora del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH).% 16.17. 18,34

Actividad secuestradora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo.

La técnica empleando el radical DPPH (1,1-difenil-2-picril hidrazilo hidratado), que
tiene un electron desapareado y es de color azul-violeta, se basa en la
desaparicién de dicho color hacia el amarillo pélido por la reaccion de la sustancia
antioxidante, pudiendo cuantificarse la reaccién espectrofotométricamente a 517
nm por diferencia de absorbancias, con lo que se determina el porcentaje de
inhibicién del radical DPPH.6: 18

Se ha demostrado que los grupos fendlicos en los polifenoles pueden aceptar un
electron para formar radicales fenoxilo relativamente estables, por lo tanto, romper
la cadena de reacciones de oxidacién en los componentes celulares.®

Las estructuras de los compuestos fendlicos tienen al menos un anillo aromatico
con uno 0 mas grupos hidroxilos unidos, que son capaces de donar hidrégeno o
electrones, evitando la oxidacion de otras sustancias, particularmente los lipidos.
Otro mecanismo por el cual estos compuestos ejercen actividad antioxidante es a
través de la inactivacion de enzimas (xantina oxidasa, proteina quinasa C, acido
ascorbico oxidasa) involucradas en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS).1134
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lll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién del trabajo de investigacion
El presente trabajo de investigacién se llevo a cabo en los laboratorios de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga durante los meses
de noviembre de 2017 a marzo de 2018.
3.2. Definicion de la poblacion y muestra
3.2.1. Poblacion: Hojas de Psidium guajava L “guayaba”, que crecen a 730 msnm
en el distrito de Santa Rosa en la provincia de La Mar de departamento de
Ayacucho.
3.2.2. Muestra: 1 Kg de hojas de Psidium guajava L “guayaba” que se obtuvo por
muestreo no probabilistico por conveniencia en el mes de setiembre de 2017. El
procedimiento para la recoleccion, clasificacion de las muestras se realizaron de
acuerdo a los procedimientos de recoleccion y conservacion dadas por Villar del
Fresno.*® Las hojas fueron recolectadas en el distrito de Santa Rosa en la
provincia de La Mar. En horas de la mafiana y transportadas en bolsas de papel
para evitar su descomposicién, se seleccionaron las hojas que presentaron
buenas condiciones procediendo a su secado durante siete dias, previa limpieza
de las mismas cuidando extenderlas para evitar su descomposicién. Una parte de
la planta con hojas y flor fue llevada al Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga para la identificacién taxonémica.??
Criterios de inclusion: Hojas en buen estado, maduras
Criterios de exclusién: Hojas en mal estado, inmaduras
3.3. Metodologia y recoleccién de datos
3.3.1. Preparacion del extracto hidroalcohdlico
Se pesaron 200 gramos de hojas secas de Psidium guajava L “guayaba”, las

cuales fueron molidas en un mortero hasta su pulverizacion, luego sometidas a
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extraccion hidroalcohdlica con etanol de 96°, por maceracion por 7 dias, el
extracto obtenido fue concentrada a sequedad en un rota vapor.

3.3.2. Aislamiento de la fraccion fendlica

El extracto obtenido anteriormente fue desengrasado con éter de petréleo (con la
finalidad de eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros metabolitos), seguido de
ensayo de solubilidad. Luego se hizo una extraccion liquido-liquido con acetato de
etilo utilizando un embudo de separacion, para recuperar finalmente la fraccién de
acetato de etilo la cual fue evaporada a sequedad.® 18

La fraccion de acetato de etilo obtenida se utilizd6 en la determinacion de la
actividad antiinflamatoria y antioxidante.

3.3.3. Identificacion de fenoles y flavonoides

Los extractos secos gue se obtuvieron anteriormente (fraccidén de acetato de etilo)
fueron disueltos con alcohol etilico 96° en tubos de ensayos, para la identificacion
de fenoles y flavonoides con reactivo cloruro férrico al 5% y ensayo de Shinoda
respectivamente.®

3.3.4. Determinacion de la actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro
3.3.4.1. Determinacion de la actividad antiinflamatoria

Se ha utilizado el método de inhibicién de la desnaturalizacion de proteinas para
determinar la actividad antiinflamatoria de acuerdo con el método usado por
Leelaprakash y Mohan Dass?®, Sakat et al.* y Naz et al.*®

Se prepararon varias concentraciones de los extractos (100 yg/mL, 200 ug/mL,
400 pg/mL y 800 ug/mL) y solucién acuosa al 1% de albumina sérica bovina en
agua destilada.

La mezcla de reaccion (1mL) se compuso de 0,1 mL de los extractos a diferentes
concentraciones y 0,9 mL de albumina sérica bovina al 1%. Cada solucién se
ajusté a pH 6,8 con HCI 1N. Para el estdndar se usé 100 pug/mL de diclofenaco
potésico. Las muestras se calentaron a 37 °C durante 20 min y luego a 57 °C
durante 20 min, y se dejaron enfriar. La turbidez de las muestras fue medida a 660
nm. El experimento se realiz6 por cuadruplicado. El porcentaje de inhibicion de la
desnaturalizacion de proteinas se calculé de la siguiente manera®:

Abs control - Abs muestra

Porcentaje de inhibicion = ( )x 100

Abs control
3.3.4.2. Determinacion de la actividad antioxidante
La actividad antioxidante se evalu6 siguiendo el método usado por Rojas y

Tomas.1®
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Se prepar6 una solucion de 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) a una concentracion
de 20 pg/mL en metanol y los extractos a concentraciones de 10 pg/mL, 50 pg/mL,
100 pg/mL y 200 pg/mL en metanol. Se coloco 0,4 mL de cada concentracion de
la muestray se le adiciono 0,8 mL de DPPH, al mismo tiempo se preparé un control
con 0,4 mL de etanol y 0,8 mL de DPPH, un blanco con 0,4 mL de etanol y 0,8 mL
de metanol y se tom6 como estandar el Trolox. Se mezclaron los tubos y se dej6
en reposo a temperatura ambiente alejado de la luz durante 30 minutos. Luego se
midié la absorbancia de estas soluciones en un espectrofotémetro UV-VIS a una
longitud de onda de 517 nm. Se calculé la Capacidad Antioxidante (CA) segln la
siguiente ecuacion:

CA (%) =100 x (Ac - As)/Ac
Donde As es la absorbancia de la muestra y Ac es la absorbancia del control. El
experimento se realizd 4 veces y se calculé la concentracion del extracto que
determiné una disminucion del 50% de absorbancia de la solucion de DPPH (ICsp)
el cual fue comparado con el estandar Trolox.®
3.3.4.3. Métodos instrumentales para la recoleccion de datos
En la determinacién de la actividad antiinflamatoria para la recoleccién de datos
se empleo el espectrofotémetro UV-VIS el cual a una longitud de onda de 660 nm
registrd las absorbancias obtenidas del estandar, de las muestras tratadas y del
control, para luego calcular el porcentaje de inhibicién de la desnaturalizacién de
proteinas y asi determinar la actividad antiinflamatoria de los compuestos fenélicos
aislados. Y en la determinacion de la actividad antioxidante para la recoleccién de
datos se emple6 también el espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de
517 nm en el cual se registrd las absorbancias del estandar, de las muestras
tratadas y del control, luego se calcul6 el porcentaje de la capacidad antioxidante
de los tratamientos.*®
3.4. Tipo y disefio de investigacion
3.4.1. Tipo de investigacion
Basico-Experimental®
Segun Hernandez R., et al. La investigacion realizada es de tipo experimental ya
gue hubo manipulaciéon de la variable independiente (compuestos fendlicos a
diferentes concentraciones) y medicion del efecto que la variable independiente
tuvo en la variable dependiente (actividad antiinflamatoria y antioxidante), el
muestreo fue por conveniencia o intencional y no al azar. Asi mismo la

generalizacion de los resultados es factible.
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3.4.2. Método de investigacion

Hipotético-deductivo3®

Segun Hernandez R., et al. El método usado es del tipo hipotético-deductivo, ya

gue considera las siguientes premisas:

e Se llevo a cabo la observacion y evaluacion de fendmenos.

e Se derivaron hipotesis.

e Las hipétesis se sometieron a prueba utilizando los disefios de investigacion
apropiados.

e Los resultados corroboraron las hipétesis o fueron consistentes con éstas, por
ende aportaron evidencia en su favor.

3.4.2. Disefio de investigacién

El disefio planteado es un disefio con pos prueba Gnicamente y grupo de control.3®

El disefio incluye dos grupos, uno recibio el tratamiento experimental y el otro no

(grupo de control). Cuando concluy6 la manipulacion, a ambos grupos se les hizo

una medicién sobre la variable dependiente en estudio. En el estudio se incluyeron

cuatro concentraciones de compuestos fendlicos aislados de las hojas de Psidium

guajava L “guayaba” para evaluar la actividad antiinflamatoria (100, 200, 400, 800

pg/mL) y antioxidante (10, 50, 100, 200 pg/mL).

Se hicieron 4 repeticiones para cada ensayo, luego se haran las comparaciones

entre las pos pruebas de ambos grupos (O1 y O2). En ese sentido para saber si

hubo diferencias significativas (p<0,05) en el porcentaje de proteccion entre las

concentraciones estudiadas y estandar se hara un analisis de varianza y para

averiguar qué concentraciones se diferencian y légicamente cudles se parecen se

haran las comparaciones multiples HSD de Tukey. El resultado nos indic6 que el

tratamiento experimental tuvo un efecto a considerar, es decir hubo efecto en la

manipulacion de la variable estudiada, ya que ambos grupos difirieron

significativamente (O1 # O2), de esta forma se pudo contrastar la hipotesis de

investigacion planteada.®®

3.5. Andlisis de datos

Los datos que se obtuvieron de la evaluacién de los estudiados fueron procesados

en una base de datos con el paquete estadistico SPSS 22. Se determinaron en

forma de medias y desviacion estandar, y se representaron mediante graficos en

forma de barras. Se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA) para analizar si mas de

dos grupos difieren entre si de manera significativa (p<0.05) en sus medidas y
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varianzas, asi mismo se hizo la prueba de comparaciones multiples de Tukey para

ver similitudes o diferencias entre las medias de los grupos y del estandar.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 3. Identificacién de los compuestos fendlicos con reactivo cloruro férrico 5%
y ensayo de shinoda presente en los extractos obtenidos de las hojas de Psidium
guajava L “guayaba”. Ayacucho-2018.

Metabolitos Reactivo usado Resultado Observaciones
Secundarios
Fenoles Cloruro férrico +++ Coloracion verde oscuro
intenso
5%
Flavonoides Shinoda +++ Coloracion rosa a rojo
. ladrillo
(magnesio
metalico + HCI
concentrado)
LEYENDA:
(+) : Escaso
(++) : Moderada
(+++) : Abundante
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Figura 4. Porcentaje de inhibicién de la desnaturalizacion de albumina por los
compuestos fendlicos aislados de las hojas de Psidium guajava L “guayaba”.
Ayacucho 2018.
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Figura 5. Porcentaje de capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos
aislados de las hojas de Psidium guajava L “guayaba” vs el estdndar trolox.
Ayacucho 2018.
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Figura 6. Curva Dosis-Respuesta ajustada por regresion lineal de la capacidad
antioxidante (%) vs concentracion de los compuestos fendlicos de Psidium
guajava L “guayaba” y determinacién de la ICso. Ayacucho 2018.
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antioxidante (%) vs concentracion del estandar trolox y determinacion de la 1Cso.
Ayacucho 2018.
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V. DISCUSION

El uso de las plantas con fines medicinales es una practica que se viene realizando
desde hace mucho tiempo, en la actualidad se profundiza el conocimiento de estas
especies vegetales que poseen propiedades medicinales, y se amplia su
experiencia en el empleo de los productos que de ellas se extraen. Es asi que el
uso medicinal de las plantas, nunca ha dejado de tener vigencia, muchas especies
vegetales utilizadas por nuestros antepasados se siguen utilizando hoy en dia en
diversas patologias.?®

Existen muchos trabajos sobre la evaluacion de la actividad antiinflamatoria y
antioxidante que se han realizado tanto en extractos como en metabolitos
secundarios aislados de fuentes naturales. Cuyos estudios se han realizado
guiados a través de diferentes modelos farmacoldgicos tanto in vivo como in vitro.
En la ejecucién de la presente investigacion de la actividad antiinflamatoria y
antioxidante se emple6 el modelo in vitro de inhibicién de la desnaturalizacion de
proteinas y actividad secuestradora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
respectivamente. 16

Los compuestos bioactivos en plantas medicinales estan presentes en bajas
concentraciones. Por lo tanto, es muy importante aplicar métodos de extraccion
adecuados Yy eficaces para la recuperacion de estos compuestos.® Para obtener
la fraccion de compuestos fendlicos se realizdé en primer lugar una extraccion
hidroalcohdlica con etanol 96° de las hojas secas y molidas de Psidium guajava L
“‘guayaba” el cual fue macerado por 7 dias y filtrado para obtener el extracto
deseado, el extracto obtenido anteriormente fue desengrasado con éter de
petroleo y cloroformo con la finalidad de eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros
metabolitos que pudieran interferir en la extraccion, luego se hizo una extraccion
liquido-liquido con acetato de etilo utilizando un embudo de separacion, para
recuperar finalmente la fraccion de acetato de etilo y evaporarla a sequedad.*® la

fraccion de acetato de etilo fue la fraccion de fenoles el cual se uso en la
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determinacion de la actividad antiinflamatoria y antioxidante. Al final de este
proceso se hizo dos pruebas especificas para verificar la presencia de los
compuestos fendlicos en la fraccién de acetato de etilo segin Lock De Ugaz 0%
la prueba con reactivo cloruro férrico al 5% y ensayo de Shinoda, estas pruebas
nos indicaron que efectivamente se extrajeron los compuestos fendlicos, el ensayo
de shinoda dio una coloracién roja el cual es un indicador positivo para flavonoides
y la prueba con cloruro férrico al 5% dio una coloracion azul negruzco positivo para
fenoles 22 (Anexo 9). Estos metabolitos también fueron reportados por Matsuzaki
et al, flavonoides de tipo flavonol principalmente (kaempferol, quercetina, rutina)
12 Metwally et al, aislaron de las hojas de Psidium guajava L “guayaba” flavonoides
derivados de la quercetina?!, dichos metabolitos serian los responsables de la
actividad antiinflamatoria y antioxidante de Psidium guajava L “guayaba”. La
extraccion de los compuestos fendlicos se realizé siguiendo sus propiedades de
solubilidad segun reporto Ramirez E. la solubilidad de los flavonoides, depende
de la forma en que se encuentren, del nimero y clase de sustituyentes presentes.
Los glicésidos, las antocianidinas y los sulfatos son solubles en agua y alcohol.
Las agliconas flavonoides altamente hidroxiladas son solubles en alcohol (etanol,
metanol y n-butanol), mientras que las poco hidroxiladas lo son en solventes como
éter etilico, acetato de etilo y acetona. Las agliconas flavonoides altamente
metoxiladas son solubles en solventes menos polares como el éter de petroleo y
el cloroformo.?°

Psidium guajava L. tiene una larga historia de usos medicinales populares en todo
el mundo como sedante para la tos, antidiarreico, en el tratamiento de la
hipertension, la obesidad y el control de la diabetes mellitus, antiinflamatorio,
hepatoprotectora, antioxidante. El extracto de hoja contiene taninos y otros
compuestos fendlicos, triterpenoides y carotenoides??, flavonoides, principalmente
derivados de quercetina, que se hidrolizan en el cuerpo para dar la aglicona
guercetina que es responsable de la actividad antioxidante y antiinflamatoria
dependientes de la dosis.?*

Los compuestos fendlicos vegetales aumentan la rigidez de las paredes celulares
de la planta actuando como puentes moleculares entre los componentes de la
pared celular. Son precursores de la lignina, que es un polimero fendlico principal
en las plantas, y se producen por accion de las peroxidasas mediante la
polimerizacion de estos compuestos fendlicos en caso de lesiones, de estrés o

para protegerse del medio ambiente®’.

34



Los compuestos fendlicos aislados se usaron para realizar pruebas de proteccién
o inhibicién de la desnaturalizacién de proteinas que es una medida para evaluar
la actividad antiinflamatoria in vitro de diversas sustancias, para el cual se usé
albumina sérica bovina al 1% y los compuestos fendlicos a concentraciones de
100, 200, 400 y 800 pg/mL versus un estandar diclofenaco 100 pg/mL, como
resultado se observé que los compuestos fendlicos de Psidium guajava L
“‘guayaba” presenta buena actividad antiinflamatoria dependiente de la
concentracion.

En la figura 4 se observa el porcentaje de inhibicién de la desnaturalizacion de
proteinas de los compuestos fendlicos aislados de Psidium guajava L “guayaba” y
su respectivo estandar. El resultado mostro mayor proteccion o inhibicién de la
desnaturalizacion de proteina inducida por el calor (albumina) al utilizar
compuestos fendlicos a concentraciones de 400-800 ug/mL vy la inhibicion méaxima
de la desnaturalizacién de proteina fue de 92,6% a una concentracién de 800
pg/mL respecto a la proteccion ejercida por el estandar diclofenaco que fue del
77,4%.

El analisis de varianza se realizé para analizar si los tratamientos difieren
significativamente entre si en cuanto a sus medias y varianzas.*

Del andlisis estadistico (Anexo 15), prueba de ANOVA, se demuestra que hay
diferencia significativa (p<0.05) en la media de la disminucién de la
desnaturalizacion de albumina por los compuestos fendlicos a diferentes
concentraciones (100, 200, 400, 800 pug/mL) y el estandar diclofenaco 100 pg/mL,
por lo que es necesario recurrir a la prueba de comparaciones multiples HSD
Tukey que nos permiti6 determinar que medias difirieron y que medias eran
subconjuntos homogéneos que no se diferencian entre si (Anexo 16 )

El porcentaje de inhibicion ejercido por el compuesto fendlico a 100 pg/mL es
estadisticamente similar (p<0,05) al porcentaje de inhibicion ejercido por el
diclofenaco, asi mismo el porcentaje de inhibicion ejercido por los compuestos
fendlicos a 400 y 800 pg/mL son estadisticamente similar (p<0,05) es decir ambos
poseen similar actividad antiinflamatoria a un nivel de confianza del 95% segun la
prueba de HSD Tukey (Anexo 16).

En estudios previos realizados por Leelaprakash y Mohan Dass en el extracto
metandlico de Enicostemma axillare, el intervalo de concentracion de 100-500
ug/mL protegié significativamente (p<0,01) la desnaturalizacion de la proteina

inducida por el calor, la concentracion de 500 pg/mL mostré la méxima proteccion
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de la desnaturalizacion de la proteina que fue del 71% y el estandar aspirina 100
ug/mL ejercié 68% de proteccion.®

En otro estudio realizado por Sajid et al, Los resultados de la actividad de inhibicién
de desnaturalizacion de la albumina inducida por calor indicaron que, entre los
extractos metandlicos, la fraccion de cloroformo en el intervalo de concentracion
de 100-500 pg/mL protege notablemente la desnaturalizacion de la albumina
inducida por el calor (p<0,05), obteniéndose un maximo de proteccion de
73,3+3,81% a 500 pg/mL y el estandar diclofenaco 100 pg/mL de 76,6+3,73.14 La
actividad ejercida por los compuestos fendlicos de Psidium guajava L “guayaba”
fue superior a la accion ejercida por el extracto metandlico de Enicostemma
axillare y la fraccién cloroférmica de Alnus nitida, por ejemplo; a la concentracion
de 500 pug/mL de extracto metandlico de Enicostemma axillare y Alnus nitida el
porcentaje de inhibicién de la desnaturalizacién de albumina fue de 71% vy
73,31£3,81% respectivamente respecto a los 90% ejercida a 400 pg/mL por los
compuestos fendlicos de Psidium guajava L “guayaba”, esta variacion es
probablemente debida a que Leelaprakash y Mohan Dass trabajaron con el
extracto crudo (metandlico), respecto a los compuestos fendlicos de Psidium
guajava L “guayaba” que serian tedricamente puros y por tanto presentaria mayor
proteccion sobre la desnaturalizacién de proteina inducida por el calor, en ese
sentido es necesaria la purificacion de cada compuesto bioactivo y se puede usar
esta forma purificada del compuesto que puede mostrar una actividad
incrementada. En cuanto al resultado obtenido por Sajid et al, no es conocida la
composicion en compuestos fendlicos de Alnus nitida ya que este estudio es el
primer estudio farmacoldgico que se hace, esto sumado al tipo de extracto de la
planta puede explicar la diferencia que existe en el porcentaje de inhibicion de la
desnaturalizacion de albumina respecto a los ejercidos por los compuestos
fendlicos de Psidium guajava L “guayaba”.**

Asi mismo Alamgeer, Uttra y Hasan al usar extracto metandlico de Berberis
orthobotrys, obtuvieron resultados notables que revelaron inhibicion de
desnaturalizacion de la albumina dependiente de la concentracion de los
extractos, con una inhibicion maxima (p<0,01) de 92,81% de desnaturalizacién
proteinica a 800 pg/mL que fue paralela a la aspirina, es decir, 97,55% a 800
pug/mL.B

Naz et al, obtuvieron la maxima inhibicion de la desnaturalizacion de albumina

(p<0,05) a 200 ug/mL para el extracto metanodlico de Cuscuta pedicellata el cual
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fue de 73,3t1,3% y aspirina 100 ug/mL de 91,8+1,1%.° En estos casos se
observa similar porcentaje de inhibicién de la desnaturalizacion de albumina entre
el extracto metandlico de Berberis orthobotrys, Cuscuta pedicellata y los
compuestos fendlicos de Psidium guajava L “guayaba”’, 92,81% y 92,6%
respectivamente a la concentracién de 800 ug/mL, 73,3+1.3% a 200 ug/mL de
extracto metandlico de Cuscuta pedicellata, esto debido a que Berberis
orthobotrys es rico en compuestos fendlicos ya que al realizarle andlisis por HPLC
de n- fraccién butanol reveld la presencia de quercetina, acido galico, acido
cafeico, p-cumarico, acido M-cumarico, acido ferdlico, trans-4-hidroxi-3-metoxi
acido cinamico y acido sinapico.'®y Cuscuta pedicellata segln el estudio realizado
presento buena cantidad de fenoles 497+4 mg GAE/g y flavonoides 385+8 mg
QE/g las cuales seguramente se extrajeron muy bien, es por ello el alto porcentaje
de actividad que presenta, ya que dichos metabolitos son los responsables de la
actividad antiinflamatoria.*®

En los resultados se observa que el porcentaje de proteccion de la
desnaturalizacion de albumina inducida por el calor (eficacia antiinflamatoria) de
los compuestos fendlicos asilados de Psidium guajava L “guayaba” es
relativamente alto e incluso igual o mayor al porcentaje de proteccién ejercida por
el diclofenaco un farmaco antiinflamatorio comercializado actualmente. Esto se
explicaria por la extensa accion que poseen dichos metabolitos en el proceso
inflamatorio.

La desnaturalizacién de proteinas es un proceso en el cual las proteinas pierden
su estructura terciaria y su estructura secundaria por la aplicacion de un estrés o
compuesto externo, como acido o base fuerte, una sal inorganica concentrada, un
solvente organico o calor.>!® La mayoria de las proteinas biolégicas pierden su
funcion bioldgica cuando se desnaturalizan. La desnaturalizacion de proteinas es
una causa bien documentada de inflamacién.® 15 3!

La desnaturalizaciobn de proteinas es uno de los marcadores fundamentales
durante la inflamacién. La desnaturalizacién de proteinas puede ser explicada por
la produccién de autoantigenos en ciertas enfermedades reuméticas. Asi mismo
la alteracién en los enlaces electrostaticos, hidrégeno, hidrofobico y disulfuro
generalmente estdn implicados en el mecanismo de desnaturalizacion de
proteinas.'® 14

Por ejemplo las proteasas plasmaticas que consisten en Cininas, proteinas activas

del complemento y factores de la coagulacion, son sustancias proinflamatorias

37



derivados de proteinas, una de las Cininas la bradicinina causa un aumento de la
permeabilidad capilar y dolor, el sistema de la coagulacion contribuye a la fase
vascular de la inflamacion, sobre todo a través de fibrinopéptidos que se forman
durante los pasos finales del proceso de la coagulacion. El sistema del
complemento consiste en una cascada de proteinas plasméaticas que desempefian
un papel importante en la inmunidad y la inflamacion, es decir los fragmentos del
complemento contribuyen a la respuesta inflamatoria porque: 1) causan
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, 2) estimulan la activacion,
adherencia y quimiotaxis de los leucocitos, 3) aumentan la fagocitosis. Las
citocinas por su parte son productos polipeptidicos de muchos tipos celulares
(sobre todo linfocitos y macrofagos) que modulan la funcién de otros tipos
celulares importantes en la respuesta inflamatoria. 2

Por lo tanto, se ha demostrado que tratar la inflamacion segun el método estudiado
consiste es inhibir o reducir la desnaturalizacién de la proteina por un efecto
protector de los compuestos fendlicos de Psidium guajava L “guayaba”.

Otros mecanismos que explican la Accion antiinflamatoria de los flavonoides se
detallan a continuacion; Los acidos fendlicos y flavonoides poseen capacidad para
capturar radicales libres gracias a la presencia de grupos hidroxilo por lo tanto si
puede secuestrar especies reactivas de oxigeno son beneficiosos en el
tratamiento de trastornos inflamatorios debido a que se acepta cominmente que,
en una situacion de estrés oxidativo, se generan especies reactivas de oxigeno
(ROS), los cuales juegan un papel importante relacionado con los procesos
inflamatorios, es decir en muchos trastornos inflamatorios hay produccion de
radicales O, OH y especies no radicales libres (H-0) que pueden dafar el tejido
circundante por accion oxidante directa o indirecta. La peroxidacion de lipidos da
como resultado la destruccién de la membrana y a continuacion la respuesta
inflamatoria mediante la producciéon de mediadores y factores quimiotacticos.*
También se sabe que las especies reactivas de oxigeno activan a la
metaloproteinasa de la matriz (colagenasa) provocando una mayor destruccion de
los tejidos visto en diversas reacciones artriticas.* La inflamacién involucra
acontecimientos tales como: el aumento de la permeabilidad vascular, el aumento
de la desnaturalizacion de proteinas y la alteracién de la membrana.® por tanto si
se inhibe la desnaturalizacién o destruccion del colageno se previene el proceso

inflamatorio en las enfermedades.!
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Los A&cidos fendlicos actdan inhibiendo la 5-lipooxigenasa de granulocitos
humanos, de ello resulta una inhibicibn en la formacién de hidroperoxidos y
leucotrienos que podrian justificar el empleo en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias o alérgicas.®

Los flavonoides reportan actividad inhibitoria en la produccion de NO, expresién
de iINOS y los niveles de TNF-a en macrofagos.’ Y recientemente se ha
relacionado con su capacidad para inhibir las metaloproteinas, asi como en su
capacidad para originar enlaces de hidrogeno que estabilizan las proteinas de la
membrana basal, especialmente el colageno haciéndolas menos susceptibles a la
degradacion proteolitica.* 1° asi mismo presenta Accién inhibitoria de la enzima
ciclooxigenasa.?5:?

Como se ve el mecanismo de accion de los flavonoides y fenoles es amplio,
actuando de multiples formas, ya sea directamente protegiendo o evitando la
destruccién de proteinas, ya que esta destruccibn o desnaturalizacién puede
conllevar a la aparicion de mediadores de la inflamacién derivados de dichas
proteinas o actuando a nivel de enzimas tal es el caso de la lipooxigenasas y
ciclooxigenasa que también generan mediadores de la inflamacién. Es por ello su
alta actividad antiinflamatoria que puede estar a la par con los AINES
comercializados actualmente o incluso por encima y tranquilamente puede usarse
en el tratamiento de diversas enfermedades que cursan con procesos
inflamatorios crénicos o agudos, o puede consumirse el fruto o mate de las hojas
de Psidium guajava L “guayaba” como nutracéutico y preventivo.?®

Los compuestos fendlicos aislados se usaron también para evaluar la actividad
antioxidante in vitro, para el cual se usé solucion de DPPH 20 pg/mL y los
compuestos fendlicos a concentraciones de 10, 50, 100 y 200 pg/mL versus un
estandar Trolox 4,7; 7; 9,3 y 11,6 pg/mL segun la metodologia descrita por Rojas
J., Tomas G.*y Ramirez E.? Como resultado se observé que los compuestos
fendlicos de Psidium guajava L “guayaba” presenta buena actividad antioxidante
dependiente de la concentracién segun el método de la decoloracion del radical
1,1-difenil-2-picril hidrazilo (DPPH). La figura 5 representa la capacidad
antioxidante expresada en porcentaje obtenida a las concentraciones de 10, 50,
100 y 200 pg/mL que fueron de 41,4; 51,6; 64,4 y 81,1%; comparados frente al
Trolox, el cual presenté una capacidad antioxidante de 53,3; 59,7; 71,1y 82,4%

respectivamente.?°
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Si bien es cierto existen diferentes métodos para evaluar la actividad antioxidante,
ya sea in vitro o in vivo, el método del DPPH in vitro permite tener una idea
aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo.

Este método presenta una excelente estabilidad en ciertas condiciones por
presentar un radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion
previa, mientras que otros como el ABTS tienen que ser generados tras una
reaccion que puede ser quimica, enzimatica o electroquimica.?°

De igual forma se calculé la concentracion del extracto que determino una
disminucién del 50% de absorbancia de la solucion de DPPH (Clsp), obteniéndose
los resultados siguientes: para el Trolox fue de 4,2 pg/mL y para los compuestos
fendlicos 43,5 pg/mL. De acuerdo a los resultados de la identificacion de fenoles
y flavonoides (Tabla 3), dichos metabolitos serian los responsables de la actividad
antioxidante (figura 6y 7).

En estudios previos realizados por Rojas J. y Tomas G. Se observo6 una capacidad
antioxidante dependiente de la dosis 75,85+2,06% a 200 ug/mL del extracto
metandlico de las hojas de Passiflora edulis sims “maracuya” (p<0,05),
determinandose una Clsp=124 pg/mL.%*® Asi mismo Wagas et al, obtuvieron como
resultado que las semillas Vitis vinifera tuvo una fuerte actividad de eliminacion de
DPPH (p<0,05) mostrando 85,61% a 50% de extracto etandlico.!’

Respecto a los flavonoides se sabe que las flavonas y sobre todo los flavonoles
se muestran como los mas activos sobre los radicales libres.*®la rutina, quercetina
y sus derivados que se encuentran en mayor cantidad en las hojas de Psidium
guajava L “guayaba” son flavonoles. Esto explica la buena actividad antioxidante
de la fraccién de acetato de etilo de Psidium guajava L “guayaba” comparado al
estandar Trolox. 122

Aguilar E. y Bonilla P. Utilizando la fraccién flavonoica de Smallanthus sonchifolius
sin hidrolizar determinaron que el ICso (Lg/mL) necesario para neutralizar al DPPH
es de 24,7 pg/mL, mientras que en el presente trabajo usando la fraccion de
acetato de etilo, el 1Cso (ug/mL) fue de 43,5 pg/mL, mostrando que la actividad
antioxidante de Psidium guajava L “guayaba” es menor respecto a la ejercida por
Smallanthus sonchifolius. Mientras que Ramirez E. al evaluar el extracto
cloroférmico de las hojas de Chuquiraga lessing “huamanpinta” obtuvo un ICso de
218,35 pg/mL. El mismo autor sefiala un porcentaje de capacidad antioxidante
maxima de 86, 4% a 300 pg/mL, en nuestro caso fue de 81,1% a 200 pg/mL, que

significa que se logré una mejor actividad antioxidante in vitro. Respecto al Trolox
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el mismo autor sefiala que la capacidad antioxidante fue de 85,7% a 11,52 pg/mL
y el ICso fue de 3,4 pg/mL, el cual en nuestro caso fue de 82,4% a 11,6 pg/mL y el
ICs0 de 4,2 pg/mL. (Figura 5). Los buenos resultados obtenidos son gracias a que
los fenoles y flavonoides tienen capacidad para capturar radicales libres gracias a
la presencia de grupos hidroxilo presentes en su estructura. Esta caracteristica se
asocia con la presencia en la molécula de grupos orto dihidroxi en el anillo B, un

doble enlace entre el C,yC,en conjunto con la posicién 4-oxo en el anillo C, y

grupos 3-5 hidroxi, y la funcién 4-oxo en los anillos A y C.?2

En la actualidad como se sabe existe relacion entre la actividad antioxidante de
los flavonoides y actividad antiinflamatoria como ya se explic6 en parrafos
anteriores. Por lo tanto, los agentes que ejercen actividad antioxidante pueden ser
beneficiosos en el tratamiento de trastornos inflamatorios. El hecho que de los
extractos crudos y metabolitos aislados presenten actividad protectora de la
desnaturalizacion de proteina inducida por el calor y capacidad para neutralizar
radicales libres, da un aporte a la medicina en cuanto al tratamiento de
enfermedades ya que en la actualidad se conocen varias enfermedades que
tienen una base en la respuesta inflamatoria y el dafio celular ejercido por
sustancias oxidantes, como la artritis reumatoidea y el cancer respectivamente.
Que en la actualidad se estan convirtiendo en un mercado multimillonario para los
farmacos producidos por la industria farmacéutica en ese sentido para la gestion
de estas enfermedades es necesario el uso de farmacos alternativos, tales como
sustancias producidas a partir de plantas medicinales con efecto farmacolégico,
menor toxicidad y costo.?5:2

Se concluye que los compuestos fendlicos presentes en las hojas de Psidium
guajava L. “guayaba” presentan actividad antiinflamatoria y antioxidante en las

condiciones experimentales estudiadas.
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VI. CONCLUSIONES
Los compuestos fendlicos aislados de las hojas de psidium guajava L.
“‘guayaba” presentan propiedades antiinflamatorias segun el modelo de
inhibicién de la desnaturalizacion de proteina inducida por el calor también
presentan propiedades antioxidantes segin el modelo de la actividad
secuestradora del radical 1, 1 difenil -2-picrilhidrazilo (DDPH).
Se identificé la presencia de los compuestos fendlicos y flavonoides en los
extractos de las hojas de Psidium guajava L “guayaba”.
La concentracion de compuestos fendlicos aislados de las hojas de Psidium
guajava L “guayaba” presentaron propiedades antiinflamatorias que ejercio
mayor actividad antiinflamatoria (92,6%) fue de 800 pg/mL respectivamente.
Los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Psidium guajava L
“‘guayaba” presentaron propiedades antioxidantes que ejerci6 mayor
capacidad antioxidante (81,1%) fue de 200 pg/mL respectivamente, Se obtuvo
una ICso (%) a 43,5 pg/mL.
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VII. RECOMENDACIONES
Realizar estudios quimicos que permitan separar y caracterizar los
compuestos fendlicos y otros metabolitos secundarios presentes en las hojas
de Psidium guajava L “guayaba”.
Purificar cada compuesto aislado de las hojas de Psidium guajava L
“guayaba”’, de manera que se pueda usar esta forma purificada del compuesto
gque puede mostrar una actividad incrementada.
Realizar otros estudios sobre la actividad antiinflamatoria y antioxidante
empleando otros modelos experimentales.
Recomendar el uso de Psidium guajava L “guayaba” como medicina
complementaria en procesos inflamatorios agudos y crénicos.
Realizar estudios que propongan su conservacion, propagacion y uso
racional, ya que esta especie es considerada como un recurso natural

muy promisorio en el Peru.
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Anexo 1. Certificado de identificacion botanica de Psidium guajava L “guayaba”.
Ayacucho 2017.
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Anexo 2. Flujograma del procedimiento para la obtencion de la fraccién fendlica 'y
determinacion de la actividad antiinflamatoria de in vitro de los compuestos
fendlicos de Psidium guajava L “guayaba”. Ayacucho 2018.

MUESTRA
200 gramos de las hojas secas de Psidium guajava L “guayaba’.

Pulverizaciéon y obtencion del extracto hidroalcohélico por
maceracion con etanol 96° por 7 dias y concentrado a sequedad.

Desengrasado con éter de petréleo

Extraccion de la fraccion fendlica con acetato de etilo y posterior
concentracion a sequedad

Solucién de albumina al 1% y compuestos fendlicos a
concentraciones de 100, 200, 400 y 800 pg/mL.

Mezcla de reaccion: 0.1 mL de compuestos fendlicos a diferentes
concentraciones, 0.9 mL albumina 1%, ajustar a pH 6,8 con HCI 1N Control:
Se utilizé 1 mL de albumina al 1%
Estandar: Diclofenaco 100 pg/mL

Incubar a 37°C por 20 minutos luego a 57° por 20 minutos,
dejar enfriar y leer en el espectrofotémetro UV a 660 nm

Andlisis estadistico e interpretacion de
resultados
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Anexo 3. Flujograma del procedimiento para la determinacion de la actividad
antioxidante por método DPPH de los compuestos fendlicos de Psidium guajava
L “guayaba”. Ayacucho 2018.

DPPH
Solucién Solucién Curva del Curva de la
patron (SP) Trabajo (ST) estandar muestra
Pesar 20 mg Tomar 5 mL Pesar 12 mg Preparar
de DPPH delaSPy de Trolox soluciones de
enrazar a 50 compuestos
mL con fendlicos a
Aforar a 100 metanal Aforar a 50 10,50, 100y
mL con mL con 200 pg/mL
metanol metanol
Medir
absorbancia Tomar 0.4 mL
Almacenar a517.nm Tomar de cada
en alicuotas de concentracion
refrigeracion 0.2;0.3; 0.4; ’ incIuy,endo
Ajustar 0.5 mL del estandar
absorbancia
hasta
1,1+0,02 Aforar a 10 Adicionar 0,8
mL con mL de ST
metanol
Control: 0.4
. mL metanol +
Agltar.por 5 08 mLST
min
Incubar en la
Seguir con el oscuridad por
procedimiento de la 30 min
muestra
Medir
absorbancia
a517 nm

55




Anexo 4. Hojas recolectadas de Psidium guajava L “guayaba”. Ayacucho 2017.
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Anexo 5. Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Psidium guajava L “guayaba”.
Ayacucho 2018.
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Anexo 6. Desengrasado del extracto hidroalcoholico con éter de petréleo de las
hojas de Psidium guajava L “guayaba”. Ayacucho 2018.

Desengrasado con éter de petroleo en Recuperando el éter de petroleo en el
la pera de bromo rotavapor

Extracto desengrasado
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Anexo 7. Extraccion de la fraccién fendlica con acetato de etilo de los extractos
desengrasados de Psidium guajava L “guayaba”. Ayacucho 2018.

Separacion de la fraccion de acetato de Concentrando la fraccién de acetato de
etilo etilo en el rotavapor

Fase de acetato de etilo concentrado
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Anexo 8. Extracto seco (fraccion fendlica) de Psidium guajava L “guayaba”,
obtenidas en el Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2018.

Raspado del extracto seco de Psidium guajava L
“‘guayaba”

Extracto seco (fraccion fendlica) de Psidium guajava L
“guayaba”
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Anexo 9. Identificacion de fenoles y flavonoides en los extractos aislados de
Psidium guajava L “guayaba”, en el Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho
2018.

Adicionando los reactivos respectivos para la identificacion de fenoles
(cloruro ferrico 5%) y flavonoides (magnesio metélico + HCI concentrado)

Coloracion rosa a rojo
ladrillo que indica la
presencia abundante de
flavonoides

Coloracion azul negruzca
gue indica la presencia
abundante de fenoles
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Anexo 10. Preparacion de las soluciones de la fraccion fendlica para la
evaluacioén de la actividad antiinflamatoria y antioxidante, en el Laboratorio de
Toxicologia. Ayacucho 2018.

) Diluyendo el extracto con metanol
Pesando el extracto aislado (antioxidante) y suero fisioldgico
(antiinflamatorio)

Enrazando a 50 mL con metanol para la actividad
antioxidante y con suero fisiolégico para la actividad
antiinflamatoria
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Anexo 11. Preparacion de la albumina sérica bovina al 1%, DPPH 20 pg/mL,
Trolox 12 mg/50mL, en el Laboratorio de Toxicologia. Ayacucho 2018.

Pesando 20 mg de DPPH y 12 mg de Trolox

SOIUC'OEg\ﬁna;b;nﬂ;a serica Solucién patrén de DPPH (fiola) girlﬁlc(:)igr? g equ
0 y Solucion de trabajo 20 pg/mL mg/50mL

(vaso precipitado)
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Anexo 12. Preparacion de la mezcla de reaccion (muestra, control y estandar) y
determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro, en los laboratorios de
Farmacologia y Toxicologia. Ayacucho 2018.

Agregando a cada tubo de ensayo rotulado 0.1 mL de muestra, diclofenaco (100
pg/mL) y 0.9 mL de albumina 1%, el control tendra 1 mL de albumina al 1%

Incubando la me;cTa de reacciébn a 37 °C
durante 20 min y luego a 57 °C durante 20 min

Ajustando el pH 6,8 con HCI 1N

Se dejo enfriar
la mezcla de
reaccion y
luego se midié
las
absorbancias a
660 nm
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Anexo 13. Preparacion de la mezcla de reaccion (muestra, control y estandar) y
determinacion de la actividad antioxidante in vitro, en los laboratorios de
Farmacologia y Toxicologia. Ayacucho 2018.

Preparacion de la mezcla de reaccion de la
muestra y del estandar.

Después de reposar 30 minutos en la oscuridad se procedié
a medir las absorbancias a 517 nm.
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Anexo 14. Porcentaje de inhibicibn de la desnaturalizacion de albumina y
capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos de Psidium guajava L
“guayaba”. Ayacucho 2018.

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Capacidad
Concentracién |Abs Inhibicién | Concentracién Abs antioxidante
(%) (%)
Compuestos fendlicos Compuestos fendlicos
100 pg/mL 0,044 81,08 10 pg/mL 0,648 40,276
100 pg/mL 0,047 79,78 10 pg/mL 0,632 41,751
100 pg/mL 0,050 78,49 10 pg/mL 0,637 41,290
100 pg/mL 0,048 79,35 10 pg/mL 0,625 42,396
200 pg/mL 0,032 86,24 50 pg/mL 0,536 50,599
200 pg/mL 0,036 84,52 50 pg/mL 0,530 51,152
200 pg/mL 0,036 84,52 50 pg/mL 0,514 52,627
200 pg/mL 0,039 83,23 50 pg/mL 0,521 51,982
400 pg/mL 0,020 91,40 100 pg/mL 0,388 64,240
400 pg/mL 0,027 88,39 100 pg/mL 0,371 65,806
400 pg/mL 0,022 90,54 100 pg/mL 0,389 64,147
400 pg/mL 0,024 89,68 100 pg/mL 0,395 63,594
800 pg/mL 0,014 93,98 200 pg/mL 0,196 81,935
800 pg/mL 0,018 92,26 200 pg/mL 0,204 81,198
800 pg/mL 0,018 92,26 200 pg/mL 0,210 80,645
800 pg/mL 0,019 91,83 200 pg/mL 0,209 80,737
Diclofenaco Trolox

100 pg/mL 0,050 78,49 4,7 pg/mL 0,511 52,9

100 pg/mL 0,057 75,48 4,7 pg/mL 0,507 53,3

100 pg/mL 0,049 78,92 4,7 pg/mL 0,501 53,8

100 pg/mL 0,054 76,77 7,0 pg/mL 0,433 60,1

Control 0,233 7,0 pg/mL 0,441 59,4

7,0 pg/mL 0,439 59,5

9,3 pg/mL 0,306 71,8

9,3 pg/mL 0,304 72,0

9,3 pg/mL 0,312 71,2

11,6 pg/mL 0,184 83,0

11,6 pg/mL 0,191 82,4

11,6 pg/mL 0,198 81,8

Control 1,085
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Anexo 15. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicién de la desnaturalizacion
de albumina, para los compuestos fendlicos de Psidium guajava L “guayaba”.

Ayacucho 2018.

ANOVA
| Suma de Media
% INHIBICION cuadrados o] cuadrética F Sig.
Entre grupos 673,794 4 168,449 108,325 ,000
Dentro de grupos 23,325 15 1,555
Total 697,120 19
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Anexo 16. Prueba de comparaciones multiples HSD Tukey del porcentaje de
inhibicién de la desnaturalizacion de albumina, para los compuestos fendlicos de
Psidium guajava L “guayaba” y Diclofenaco. Ayacucho 2018.

% INHIBICION

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTO N 1 2 3
DFC 100 pg/mL 4 77,4150
C.F. 100 pg/mL 4 79,6750
C.F. 200 pg/mL 4 84,6275
C.F. 400 ug/mL 4 90,0025
C.F. 800 pg/mL 4 92,5825
Sig. 0,128 1,000 ,067

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,000.
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Anexo 17. Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante (%), para los
compuestos fendlicos de Psidium guajava L “guayaba”. Ayacucho 2018.

ANOVA
CAPACIDAD Suma de Media
ANTIOXIDANTE (%) cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 5361,512 7 765,930  1496,323 ,000
Dentro de grupos 10,238 20 ,512
Total 5371,750 27
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Anexo 18. Prueba de comparaciones multiples HSD Tukey de la capacidad
antioxidante (%), para los compuestos fendlicos de Psidium guajava L “guayaba’”.
y Diclofenaco. Ayacucho 2018.

HSD Tukey &P

TRATAMIENTO

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (%)

Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

C.F. 10 pg/mL

C.F. 50 pg/mL
TROLOX 4,7 pg/mL
TROLOX 7,0 pg/mL
C.F. 100 pg/mL

TROLOX 9,3 pg/mL

41,4500

51,6000

53,3333

59,6667

64,4250

71,6667

C.F. 200 pg/mL

81,1000

TROLOX 11,6 pg/mL

82,4000

Sig.

1,000 ,075 1,000 1,000

1,000 ,303

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,429.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media armdnica de los tamafios de grupo.

Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Anexo 19. Matriz de consistencia. Ayacucho 2017.

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLE DISENO METODOLOGICO
Actividad éTendran Objetivo general. Hi: Los | Psidium guajava L | Variable Tipo de investigacion:
antiinflamato | actividad Determinar  la  actividad | compuestos | “guayaba”. independiente Experimental
ria y | antiinflamato | antiinflamatoria y fgnélicos Despripciér! bqténipa. Compuestos Poblacién: Hojas de Psidium
antioxidante ria y | antioxidante in vitro de los alsladQS de | Habitad yd|3tr|bUC|0.n' f?né“COS guajava L “guayaba” (UE crece a
in vitro de los | antioxidante | compuestos fendlicos aislados | 1as hojas de | Usos ~  tradicionales | aislados de 1as | 734" snm en el distrito de Santa
compuestos in vitro de los | de las hojas de Psidium | PSidium Composicion quimica. hojas de Psidium | o o o a provincia de La Mar.
fendlicos compuestos | guajava L “guayaba”. | 9Uajava L | Compuestos fenclicos. guajava L Tipo de muestreo: por
guoy | Sesleacn i | e comenenc

] i jeti ifi > P ’ Muestra: 1 kg de hojas de Psidium
ho!a,s de a's.lados de las Objetlvos_ gspeaflcos. .| actividad Efectos farmacoldgicos. Extracto de 100, ; L 9 b .,J
Psidium hojas ~ de | o Identificar la presencia | antiinflamat | Inflamacion. 200, 400 y gop | Jiava L guayaba .
guajava L | Psidium de fenoles y . . ’ Unidad experimental: compuestos
" : . oria y | Inflamacion aguda. pg/mL. fenclicos asilados
”guayaba guajava L flavonoides en  10s | gntioxidante | Inflamacién cronica (actividad Aislamiento de los compuestos

Ayacucho guayaba”? extractos obtenidos de | i, yitro. Mediadores de la inflamacién | antiinflamatoria) | tora; fl ides)- |
2017. las hojas de Psidium FArmacos endlicos  (flavonoides): e

guajava L “guayaba”.

e Evaluar la actividad
antiinflamatoria in vitro
de los compuestos

fendlicos aislados de
las hojas de Psidium
guajava L “guayaba” a
diferentes
concentraciones.

e FEvaluar la actividad
antioxidante in vitro de
los compuestos
fendlicos aislados de
las hojas de Psidium
guajava L “guayaba” a
diferentes
concentraciones.

antiinflamatorios.

Antiinflamatorio no
esteroideo

Antiinflamatorios esteroideos
Radicales libres Y

antioxidantes.

Método para evaluar la
actividad antiinflamatoria
in vitro.

método de inhibicion de la
desnaturalizacion de
albumina

Método para evaluar la
actividad antioxidante.
Actividad secuestradora del
radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo.

10, 50, 100y 200
pg/mL (actividad
antioxidante)
Variable
dependiente
Actividad
antiinflamatoria y
antioxidante
Indicador: % de
inhibicion de la
desnaturalizacio
n de albumina y
capacidad
antioxidante (%).

aislamiento se realizar4 segun la
referencia bibliogréafica de Aguilar E,
Bonilla P.
Determinacién de
antiinflamatoria:
Se realizard por el método de
inhibicion de la desnaturalizacion de
albumina.
Determinacién de
antioxidante.
Mediante el método de la actividad

la actividad

la actividad

secuestradora del radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo.
Andlisis de datos: andlisis de

varianza (ANOVA) a un nivel de
confianza de 95% (p<0.05) y la
prueba de Tukey.
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