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RESUMEN

Las hojas de Nasturtium officinale tienen notables propiedades nutricionales y
medicinales como antioxidante, antiinflamatorio, antihipertensivo, etc. El presente
trabajo tuvo como objetivo determinar la actividad antiinflamatoria y antioxidante
in vitro de la fraccion flavonoica aislada de las hojas de berro. El estudio se realiz6
en los laboratorios de Farmacognosia y Farmacologia de la Facultad de Ciencias
de la Salud. La planta fue recolectada en la localidad de Huatatas, distrito de San
Juan Bautista, provincia de Huamanga. El extracto hidroalcohdlico se obtuvo por
maceracion con etanol al 80% y posterior concentracion en bafio maria a 45 °C
hasta sequedad. Seguidamente se realizé el desengrasado con éter de petréleo y
finalmente el aislamiento de la fraccion flavonoica con acetato de etilo. La actividad
antiinflamatoria se evalué por el método de estabilizacion de membrana de
glébulos rojos, y la actividad antioxidante, por el método de captacion de radicales
libres. Los resultados indican que la estabilizacion maxima de la membrana fue de
98,9% a la concentracion de 1000 ug/mL mientras que la hidrocortisona mostré
97,7% de proteccion de la membrana a 100 pg/mL. La maxima capacidad
antioxidante de la fraccion flavonoica aislada fue de 88,4% a 400 pg/mL con una
Clso de 106,5 pg/mL. Con respecto al Trolox se obtuvo un porcentaje de capacidad
antioxidante maxima de 97,4% a 400 pg/mL y una Cls de 69 pg/mL.
Concluyéndose que en las condiciones experimentales se ha demostrado que la
fraccion flavonoica de Nasturtium officinale presenta actividad antiinflamatoria y
antioxidante in vitro.

Palabras clave: Nasturtium officinale, fracciéon flavonoica, actividad
antiinflamatoria, actividad antioxidante
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I. INTRODUCCION
La gestién de las enfermedades relacionadas con la inflamacion y oxidacion es un
problema real en la comunidad rural; la poblacién en estas areas utiliza muchos
farmacos alternativos, asi como también, sustancias producidas a partir de plantas
medicinales.! La respuesta clasica a la inflamacién incluye rubor, tumefaccion,
calor y dolor. 2 La produccién de radicales libres puede desencadenar una serie
de enfermedades que conducen a un desequilibrio en el organismo.3
La regién andina posee una variada flora y dentro de ella, muchas especies con
reconocida actividad benéfica para la salud, dentro de estas especies se
encuentra Nasturtium officinale R. Br. “berro” una planta anual cultivada en una
amplia gama de entornos de América del Sur, con variadas propiedades
biolégicas.*® Se han encontrado en sus hojas cantidades significativas de
componentes bioactivos: aminoacidos, glucésidos, minerales, vitaminas A,C,D y
E, compuestos fendlicos, etc.® Los flavonoides son el mayor grupo de compuestos
fendlicos presentes en la naturaleza, que se produce en diferentes partes de la
planta, tanto en estado libre y como glucésidos.’ Las flavonas y flavonoles son los
mas ampliamente distribuidos de todos los compuestos fendlicos.®
La muestra fue sometida a un proceso de extraccién hidroalcohdlica,
desengrasada con éter de petroleo y la extraccién de fraccion flavonoica se realizé
con acetato de etilo.®
El estudio para determinar la actividad antiinflamatoria in vitro se basa en la
estabilizacién de la membrana lisosomal ya que es importante para limitar la
respuesta inflamatoria inhibiendo la liberacion de constituyentes lisosomicos de
neutrofilos activados, tales como enzimas bactericidas y proteasas, que causan
una mayor inflamacién y dafio en los tejidos al liberarse extracelularmente. La
membrana eritrocitaria es analoga a la membrana lisosomal y su estabilizacion
implica que el extracto puede estabilizar también las membranas lisosémicas. La

estabilizacién de la membrana de glébulos rojos humanos fue tomada como una



medida in vitro de la actividad antiinflamatoria de los extractos del berro. Debido a
que no se ha realizado un enfoque sistémico para evaluar el potencial
antiinflamatorio por el método in vitro, se aislo la fraccion flavonoica de las hojas
y se demostro su actividad antiinflamatoria obteniéndose resultados favorables
con una marcada actividad antiinflamatoria dependiente de la concentracion y la
variedad.
Los radicales libres son especies quimicas, atbmicas o moleculares, con un
electron desapareado en su orbital mas externo.!! Este tipo de configuracion
electronica hace que sean muy inestables y altamente reactivos.'> Como las
plantas producen gran cantidad de fracciones quimicas que actlan como
antioxidantes para controlar el estrés oxidativo causado por la radiacion solar y el
oxigeno, pueden servir de fuente para la obtencién de nuevos compuestos
antioxidantes.*3
En este sentido nos enfocamos en el estudio de la actividad antioxidante del
extracto a diferentes concentraciones de las hojas de Nasturtium officinale R. Br.
‘berro”, para lo cual se utilizé al DPPH (1,1 difenil-2 picrilhidrazilo) como un radical
libre estable, dando como resultados positivos la disminucién de la coloracién del
DPPH, que va de un color violaceo hasta el desvanecimiento de dicha coloracién,
comparandose con el estandar de Trolox.
Objetivo general.
¢ Determinar la actividad antiinflamatoria mediante la proteccién de la membrana
de globulos rojos vy la actividad antioxidante in vitro de la fraccion flavonoica
aislada de las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”.

Objetivos especificos.

Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico

de las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”.

e Cuantificar los flavonoides totales presentes en la fraccion flavonoica aislada
de las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”.

e Evaluar el porcentaje de proteccion de la membrana para determinar la
actividad antiinflamatoria in vitro de la fraccién flavonoica aislada de las hojas
de Nasturtium officinale R. Br. “berro” a diferentes concentraciones.

e Evaluar la actividad antioxidante in vitro de la fraccion flavonoica aislada de

las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” a diferentes concentraciones.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Russo et al.2* explican que existe un consenso de que la actividad antioxidante de
los flavonoides resulta de una combinacion de sus propiedades quelantes de
hierro y secuestradoras de radicales libres (RL). Por otra parte, se ha podido
conocer que también inhiben enzimas involucradas indirectamente en los
procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2 (FLA2), al mismo tiempo que
estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes, la catalasa (CAT) y el
superéxido dismutasa (SOD). De esta forma los flavonoides interfieren en las
reacciones de propagacion de RL y en la formacién del radical en si.

En un estudio realizado por Chippada et al.'® plantearon como objetivo evaluar la
actividad antiinflamatoria in vitro de Centella asiatica por el método de
estabilizacién de la membrana de glébulos rojos, a diferentes concentraciones de
los extractos metandlicos y tomando como estandar al diclofenaco. Los resultados
mostraron que la estabilizacibn maxima de la membrana fue de 94,97% a una
dosis de 2000 pg/mL, mientras que el estandar diclofenaco, obtuvo 98,76% a la
misma concentracion; por lo tanto, este estudio apoya el aislamiento y el uso de
los componentes activos de Centella asiatica en el tratamiento de inflamaciones.
Leelaprakash y Mohan Dass? realizaron un estudio para determinar el efecto
antiinflamatorio in vitro del extracto metandlico de Enicostemma axillare por el
método de estabilizacion de la membrana de glébulos rojos, ensayo de
desnaturalizacion de albumina y actividad inhibitoria de la proteinasa. En el estudio
usaron como farmacos estandar a la aspirina, diclofenaco sédico e indometacina.
Los resultados para los diferentes métodos fueron los siguientes: La hemolisis fue
inhibida significativamente (p<0,05) a la concentracién de 500 pg/mL con un 75%
en comparacion al diclofenaco que obtuvo un 51%, el intervalo de concentracion
de 100-500 pg/ml protege significativamente (p<0,01) la desnaturalizacion de la

proteina inducida por el calor, la concentracién de 400 y 500 pug/ml mostré una



inhibicion significativa (p<0,01) de 42% y 53% de la accion inhibidora de
proteinasa pero a la concentracion de 100 y 200 pg/ml no mostré actividad
significativa (p>0,05).

Bafna y Mishra®® analizaron la actividad antioxidante in vitro del extracto de
metanol de Curculigo orchioides mediante el ensayo del radical libre 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH), barrido de superoxido, barrido de oOxido nitrico,
determinacion del poder reductor y peroxidacion lipidica in vitro. El extracto de
metanol presentd distintos niveles de actividad antioxidante en los modelos
analizados. También apoy6 la actividad antioxidante al presentar un poder
reductor significativo. El estudio demostrd la actividad antioxidante in vitro del
extracto metandlico de Curculigo orchioides.

Félix}” determin6 mediante la marcha fitoquimica la presencia de metabolitos
secundarios en hojas de Perezia multifora (H. Et B) Less “escorzonera” como
compuestos fendlicos, alcaloides, flavonoides y taninos. Se demostr6 ademas
qué, los flavonoides de tipo flavona presentes en la especie, son los responsables
de la actividad antiinflamatoria.

Ramirez'® determind 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 pug/mL encontrandose
valores de 30,2%; 49,9%; 72,0; 86,4% respectivamente, comparados frente al
Trolox, este presentd una capacidad antioxidante de 44,3%; 51,5%; 74,0% y
85,7%. De igual forma, se calcul6 el Clso para el Trolox 3,4 pg/mL y el Clso para el
extracto fue 218,35 pg/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.

Casanova?'® realiz6 una investigacion sobre la actividad antioxidante y antiulcerosa
del extracto acuoso liofiizado de Calceolaria cuneiformes R.p. Sub sp.
Cuneiformes “ayapa zapatun”, utilizando el método con DPPH como fuente de
radicales libres, los resultados mostraron que el extracto liofilizado de Calceolaria
cuneiformes presentd una buena actividad antioxidante, con un porcentaje de
86,90% al tratamiento de 125 pg/mL.

Fernandez et al.!° realizaron un estudio que tuvo como objetivo determinar la
actividad antiinflamatoria in vitro en globulos rojos de ratas del extracto acuoso
atomizado de la raiz de Krameria lappacea “ratania” a concentraciones de 10, 50,

100, 200 pg/mL de extracto. El resultado mostré6 mayor eficacia antiinflamatoria al



utilizar ratania en concentracion de 50 y 200 pg/mL (35,8% y 35,9%
respectivamente) con respecto a la hidrocortisona 400 pg/mL que presenté un
12,4% de proteccion, concluyéndose que en las condiciones experimentales
Krameria lappacea “ratania” tiene actividad antiinflamatoria in vitro.

Huamani® realizdé una investigacion sobre la actividad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de tres variedades de Allium sativum L. “ajo”. Se demostro la
actividad antioxidante con un porcentaje de captacion de 63,13% a 35 pg/mL.
Chiclla* en su tesis titulada Estudio Fitoquimico y Farmacolégico de Roripa
nasturtium-aquaticum (L.) Hayec “berro” determind mediante la marcha
fitoquimica la presencia de metabolitos secundarios como taninos, flavonoides,
esteroides, triterpenos, cardendlidos, alcaloides y cumarinas. Efectu6 la
determinacion de la toxicidad aguda en ratones de donde concluy6 que por via
intraperitoneal a dosis de 0,24; 0,5y 1 g/Kg no produjo muerte de ningln animal.
De la misma manera, administrado por via oral a dosis de 2,27; 4,55; 9,09 g/Kg,
tampoco presento toxicidad.

2.2. Nasturtium officinale R. Br. “berro”

2.2.1. Clasificacion taxonémica de Nasturtium officinale R. Br. “berro”

La determinacion botanica se realiz6 segun el sistema de Cronquist A. (1988) a
cargo de la Blga. Laura Aucasime Medina de la Facultad de Ciencias Biol6gicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : DILLENIIDAE
ORDEN : CAPPARALES

FAMILIA : BRASSICACEAE

GENERO : Nastiurtum

ESPECIE : Nasturtium officinale R. Br.

N.V : “berro”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias
Biologicas (Anexo 1)

2.2.2. Nombres comunes

El berro recibe diferentes nombres comunes que varian de acuerdo a la localidad

o el pais: berros, curuba, tacso, parcha, curuba de castilla, curuba del indio.*



2.2.3. Descripcién botanica

El berro pertenece a la familia de las cruciferas, es una hierba perenne rizomatosa
con tallos de 10 a 80 cm de largo. Es una planta silvestre que crece en los lugares
pantanosos, y de forma abundante en zonas acuéticas como riachuelos con poca
profundidad y con muy poca corriente. 2

Posee un olor caracteristico y un sabor bastante amargo y levente picante, muy
apreciado para la preparacién de ensaladas de verduras crudas.?

2.2.3.1. Hoja

Las hojas mas antiguas son compuestas, con cada hoja que consta de 3 a 11
foliolos lisos u ondulados, ovalada o en forma de lanza que crecen de un tallo
central. Las medidas de hojas enteras tienen un aproximado de 4 a 12 cm de
largo, con el follaje final generalmente mucho mas grandes que los otros, y sus
hojas jovenes son simples y no compuestas. 2%

2.2.3.2. Tallo

La planta del berro al final tiene un tallo muy carnoso de aproximadamente entre
10 a 60 cm de largo, pero se rompe facilmente, y est4 en posicion vertical en los
extremos, el cual forma raices en sus nudos inferiores.?*

2.2.3.3. Flores

Las flores del berro son de color blanco y hasta un tono blanco rosado de 4 a 6
milimetros de diametro, su céliz se compone de cuatro sépalos, la corola contiene
cuatro pétalos, el androceo consta de seis estambres y el gineceo formado por un
solo pistilo.?*

2.2.3.4. Fruto

El berro muestra delgadas vainas de tipo cilindricas, con una ligera curvatura, son
de 1.3 a 1.8 centimetros de longitud, al final de los peddnculos miden de 0.8 a 1
centimetros de longitud.?®

2.2.4. Habitat y distribucion

Esta planta es originaria de Europa y Asia central. Se considera una de las mas
antiguas consumidas por los seres humanos. Actualmente, al tratarse de una
planta muy apreciada en ensaladas se ha extendido por todo el mundo. Se ha
convertido en una especie invasora en la region de los Grandes Lagos, donde fue
localizada por primera vez en 1847.%

2.2.5. Composicién quimica

En la composicion de sus partes aéreas aparece un glucosido llamado

gliconasturcina y ademas esencia de berro y gran cantidad de vitaminas A, C,Dy



E. Segun investigaciones, los berros pueden contener de 19 a 88 centigramos de
vitamina C en cada Kg de planta fresca.?®

Acidos: ascorbico, aspartico, glutamico (planta).

Aminoéacidos: alanina, arginina, cisteina, fenilalanina, glicina, histidina,
isoleucina, lisina, metionina, prolina, tirosina, treonina, valina (planta).
Betacaroteno (planta).

Fibra (planta)

Gluconasturina (planta).

Glucésidos: sinigrina, sinalbina, glucotropeolina (aceite esencial 0,066%).
Minerales: calcio, cobre fosforo, hierro, magnesio, manganeso, potasio sodio,
yodo zinc (planta) y agua.

2.2.6. Propiedades farmacol6gicas

El berro posee diversas propiedades preventivas y curativas. Es un alimento rico
en vitaminas y minerales como yodo y hierro. Por eso esta especialmente indicado
contra enfermedades como el escorbuto o para remineralizar el organismo,
también posee propiedades depurativas, digestivas, diuréticas. Es Qtil contra la
diabetes y el acido Urico, también posee un valor desinfectante y antiséptico,
especialmente para las vias respiratorias y para contrarrestar el efecto toxico de

la nicotina. %6

Sus excelentes virtudes son conocidas vulgarmente con el calificativo “fuente de
salud”. Tonico general, estimulante del corazon y del sistema nervioso.?®
Utilizado externamente el berro constituye uno de los mejores vulnerarios que
existe, capaz de ayudar a curar los posibles problemas que se producen en la piel
ayuda a aliviar el enrojecimiento debido al sol y al viento. Esta capacidad le viene
otorgada principalmente por la existencia de dos componentes que poseen
propiedades antisépticas y curativas o regenerativas de la piel: Zinc y Vitamina C,
mientras que el flavonoide rutina le proporciona propiedades bactericidas que
ayuda a conservar la vitamina C.2°

Ayuda a combatir y controlar la tension arterial debido a su contenido de potasio,
ayuda a controlar la glucemia, es ideal para las dietas, pues aportan tan solo 21
calorias por cada 100 gramos, es diurético y contiene una gran cantidad de fibra.
Es un buen protector de higado, en casos de bilirrubina alta, ayuda a fortalecer las
encias y limpia los dientes.?*

Ayuda a prevenir el cancer, esta capacidad se debe a unas sustancias llamadas

glucosinolatos que previenen el desarrollo de células cancerosas. Los



glucosinolatos no son exclusivos de los berros, sino que aparecen en otras plantas
como las coles, el brocoli, las coles de Bruselas, los nabos, los rabanos y la
mostaza, etc. 2

2.2.7. Contraindicaciones y precauciones

No lo deben usar en gran cantidad las mujeres en el periodo del embarazo. Es
contraindicado en gastritis y problemas de tiroides. En dosis muy altas pueden
producir irritaciones en el estbmago y en el rifidn. Se debe limpiar cuidadosamente
la planta, pues frecuentemente en las hojas existen huevos y larvas de parasitos

gue pueden provocar infecciones. 2

2.3. Compuestos fendlicos

Son un grupo de sustancias que poseen en comun un anillo aromético con uno o
mas sustituyentes hidroxilo, y que ocurren frecuentemente como glicésidos,
combinado con unidades de azucar. Son relativamente polares y tienden a ser
solubles en agua.?’

Las estructuras fendlicas son metabolitos secundarios que pueden proceder de la
ruta del acido shikimico o de la ruta del acetato.?’

e Proceden de la ruta del acido shikimico: fenoles sencillos, acidos fendlicos
(benzoico, cinamicos, etc.), cumarinas, lignanos, flavonoides, antocianinas y
taninos.

e Proceden de la ruta de los acetatos o ruta del acido mevaldnico, los siguientes

derivados fendlicos: antraquinonas y heterdsidos antracénicos.

2.4. Flavonoides

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 que los
flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas denominaciones
se abandonaron alrededor de 1950.28 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.?®

2.4.1. Distribucion

Estan distribuidos ubicuamente entre los vegetales superiores vasculares,
Abundan, sobre todo, en las partes aéreas jovenes y mas expuestas al sol, como
las hojas, los frutos y las flores, ya que la luz solar favorece su sintesis. Se

encuentran generalmente en mezclas como, agliconas y/o glicésidos, siendo mas



comunes las flavonas y flavonoles, y méas restringidas en su ocurrencia las
isoflavonas, las chalconas y auronas.?

2.4.2. Estructura quimica

Los flavonoides contienen quince d&tomos de carbono en su nucleo basico (Fig. 1)
y estan arreglado bajo un sistema C6-C3-C6, en el cual dos anillos aromaticos
llamados A y B estan unidos por una unidad de tres carbonos, que pueden o no
formar un tercer anillo, que en caso de existir es llamado anillo C. Se forman
biogenéticamente a través de la ruta del shikimato y del acetato malonato, siendo
la chalcona el flavonoide inicialmente formado, y a partir de la cual se derivan las
otras clases por posteriores modificaciones que ocurren en varias etapas. Cada
una de las clases de flavonoides, suele encontrarse bajo la forma de glicésidos
con una o tres unidades de azucar, generalmente en los carbonos 3 y/o 7, siendo

los azucares mas comunes la glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa.?’

Figura 1. Nucleo bésico de un flavonoide. %’

2.4.3. Clasificacion

Las amplias gamas de flavonoides incluyen: flavanonas, flavonoles, flavonas,
flavanoles, antocianinas, flavanonoles, isoflavonas, chalconas, dihidrochalconas,
auronas y neoflavonas.?®

Tabla 1. Clasificacion de flavonoides, estructura y parte de sustitucion.

Clase de flavonoide

Estructura anillo C

Parte de sustituciéon

Flavanona Naringina 5,4"-0OH;7-O-Neo?
Hesperidina 5,3"-OH;4"-OMe?
Eriodictiol 5,7,3",4-OH
Flavona Tangeritina 5,6,7,8,4"-OMe?
Luteolina 5,7,3",4-OH
Apigenina 5,7,4-OH
Flavonol Kaemferol 5,7,3,4-OH
Guercetina 5,7,3,3,4-OH
Rutina 5,7,3",4"-OH;3-0-Rut?
Isoflavonoides Genisteina 5,7,4"-OH
Diadzeina 7,4 -OH
Orobol 5,7,3",4-OH
Antocianidinas Apigenidina 5,7,4-OH




Luteolinidina 5,7,3,4-OH
Cianidina 3,5,7,3,4-OH
Auronas Sulfuretina
Leptosidina
Neo?: neohesperidosa; Me2: metilo; Rut?: rutinosa
Fuente: Lock De Ugaz O. Investigacién Fitoquimica.1994.2°

2.4.4. Efectos farmacoldgicos

Los flavonoides actian en las plantas como antioxidantes, antimicrobianas,
fotorreceptores, atractores visuales, repelentes de alimentacion, y para la
deteccién de la luz. Muchos estudios han sugerido que los flavonoides presentan
actividades biolégicas, incluyendo antialérgico, antiviral, antiinflamatorio (por
inhibicién de la COX), y las acciones vasodilatadoras.?

Son compuestos polifendlicos de importancia farmacoldgica por exhibir actividad
antioxidante, antialérgica, antitumoral, antimicrobiana y hormonal.Z Se reporté la
actividad inhibitoria de TNF-a en macrofagos RAW 264.7 estimulados con LPS,
otro estudio demostré que los flavonoides también tienen propiedades de inhibir
la produccion de NO y la expresion de iNOS.28

Presentan una rapida absorcion y pueden sufrir oxidacion y reacciones de
reduccion, asi como la metilacion, la glucuronidacion y sulfatacion, y tienen
excrecion biliar.?’

2.4.5. ldentificacion

La reaccién mas usual para la identificacién de flavonoides en un extracto de
planta es la reaccién de Shinoda. Al extracto alcohdlico incoloro o ligeramente
amarillo se coloca un pequefio trozo de magnesio y unas gotas de HCI
concentrado, el desarrollo inmediato de coloracion es un indicativo de presencia
de: flavonas y flavonoles (amarillo-rojo), flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas
(rojo, magenta, violeta, azul), isoflavonas (amarillo), isoflavononas, chalconas y
auronas no dan coloracién.?®

2.5. Inflamacion

Se trata de una respuesta fundamentalmente protectora, disefiada para librar al
organismo de la causa inicial de la lesion inicial (microbios, toxinas) y también de
las consecuencias de estas lesiones (células y tejidos necroéticos). Esto se logra
mediante la dilucién, destruccién o la neutralizacién de agentes perjudiciales.*°
Sin inflamacién, 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 inflamacién radica en que en

ocasiones se activa de forma inadecuada o se controla mal y es la causa de las
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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
inflamacion, si es posible sin interferir con sus efectos beneficiosos.*°

2.5.1. 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
infeccidbn o lesién 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, acumulacién de los mismos en el foco de
lesion y activacion para eliminar el agente.3!

2.5.2. Inflamacion crénica

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 infiltracibn de células mononucleares
(macréfagos) y linfocitos en lugar del aflujo de neutréfilos que suele observarse en
la inflamacion aguda. También implica proliferacién de fibroblastos en lugar de
exudados y formacién de cicatrices.*

2.5.3. Efectos sistémicos de la inflamacién

En condiciones 6ptimas 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
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 presién arterial, sepsis y shock séptico.t 3
2.5.4. Mediadores de la inflamacién

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
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de oxigeno y lipidos (factores activadores de plaquetas, prostanoides,
leucotrienos) y todavia no se comprende por completo cémo funcionan de forma
coordinada.®® La tabla 4 resume las principales fuentes de los mediadores
esenciales y su implicacion en la reaccion inflamatoria.®

Tabla 2. Acciones de los principales mediadores de la inflamacién

Mediador Fuentes principales Acciones
Derivados de las células

Mastocitos, Vasodilatacion, aumento de la permeabilidad
Histamina basdfilos, vascular, activacion endotelial

plaquetas
Serotonina Plaguetas Vasodilatacion, 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

Leucocitos, Vasodilatacion, aumento de la permeabilidad
Factor activador ~ Mastocitos vascular, adherencia leucocitaria, quimiotaxis,
de plaquetas desgranulacién, explosién oxidativa
Especies Leucocitos Destruccion de los microbios, lesion tisular
reactivas del
oxigeno
Oxido nitrico Endotelio, Relajacién del musculo liso vascular, destruccion

macrdéfagos de los microbios

Macréfagos, Activacion  endotelial local (expresién de
Citocinas células moléculas de adherencia),
(TNF, IL1) endoteliales, fiebre/dolor/anorexia/hipotension, reduccion

Mastocitos de la resistencia vascular (shock)

Leucocitos, Quimiotaxis, activacion de los leucocitos
Quimiocinas macraéfagos

activados

Derivados de las proteinas plasméticas

Productos del
completo

Plasma

(producido en

Quimiotaxis y activacion de los leucocitos,
vasodilatacion (estimulacion de los mastocitos)

(C5a, C3a, C4a) el higado)
Plasma Aumento de la permeabilidad vascular,
Cininas (producido en  contraccion del muasculo liso, vasodilatacion, dolor
el higado)
Proteasas Plasma Activacion endotelial, reclutamiento de leucocitos

activas durante
la coagulacién

(producido en

el higado)

Fuente: Robbins y Cotran. Patologia Estructural y Funcional. 2010.3

2.6. Farmacos antiinflamatorios

El tratamiento de los pacientes con inflamacion incluye: El alivio del dolor,

disminucién o suspension del proceso lesivo tisular.®

Existen dos grupos importantes de agentes antiinflamatorios:

12



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.

2.6.1. Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides

Son sustancias semisintéticas analogas estructurales de los corticoides

(hormonas producidas en la corteza suprarrenal).3!

Su principal accion antiinflamatoria consiste en inhibir la liberacién del acido

araquidonico en las membranas celulares disminuyendo la produccién de

leucotrienos y prostaglandinas. La accidn considerada mas importante es la

inhibicién de la produccion 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 unen y 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-g) 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.

2.6.2. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Actlan 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 segln sus caracteristicas

estructurales, las mas importantes para la inflamaciéon 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.3!

Estos farmacos también ejercen efectos antipiréticos y analgésicos.*

2.7. Hidrocortisona

La hidrocortisona es una hormona esteroide secretada por la corteza adrenal.

Comercialmente, esta disponible como la hormona nativa y como acetato de

hidrocortisona, cipionato de hidrocortisona, fosfato sédico de hidrocortisona,
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butirato de hidrocortisona, valerato de hidrocortisona, y succinato de
hidrocortisona.3*

2.7.1. Mecanismo de accion

Los corticosteroides se clasifican en dos categorias, mineralocorticoides y
glucocorticoides, en funcién de su actividad farmacoldgica primaria.

Los mineralocorticoides alteran el equilibrio de liquidos y electrolitos, facilitando la
reabsorcion de sodio y de hidrégeno y la excrecion de potasio a nivel del tabulo
renal distal. Los glucocorticoides ejercen algunos efectos mineralocorticoides pero
también estan implicados en cierto nUmero de otras vias metabdlicas, incluyendo
la gluconeogénesis, redistribucién de la grasa, metabolismo de las proteinas, y el
equilibrio del calcio. La hidrocortisona posee ambas acciones mineralocorticoides
y glucocorticoides. Las acciones antiinflamatorias de los corticoides se deben a
sus efectos sobre las proteinas inhibidoras de la fosfolipasa A2.%*

2.7.2. Indicaciones

Enfermedades alérgicas severas o incapacitantes, que no responden a
tratamientos convencionales, incluyendo como coadyuvante en reacciones
anafilacticas y anafilactoides, angioedema y edema laringeo. Enfermedades
inflamatorias, severas dérmicas, intestinales, oftalmicas, respiratoria. Trastornos
de la funcién adrenocortical. Coadyuvante de la terapia antineoplasica;
hipercalcemia. edema del SNC por tumor. Otras enfermedades como Shock,
neurotrauma, sindrome nefrético, tiroiditis no supurativa, rechazo a trasplantes,
triquinosis.®

2.7.3. Efectos secundarios

El riesgo en la aparicion de efectos indeseables aumenta con la dosis y duracién
del tratamiento. Frecuentes: aumento del apetito, indigestion, insomnio,
pancreatitis, aché y otros problemas cutaneos, retension de sodio y liquidos,
hipocalemia, osteoporosis. Poco frecuente: diabetes mellitus, cataratas,
disminucién del crecimiento en nifios y adolescentes.®®

2.8. Método para evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro

En la presente investigacion se trabajé con el método de proteccion de la

membrana de glébulos rojos.
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Figura 2. Dianas moleculares de la accién de farmacos antiinflamatorios.3!

Se fundamenta en la estabilizacion de la membrana de los glébulos rojos por un
efecto protector de dicha membrana.®

Los farmacos antiinflamatorios estabilizan la membrana de los lisosomas,
particulas intracelulares que contienen proteasas y enzimas hidroliticas, las que
forman los mediadores quimicos de la inflamacion, de manera que asi pueda evitar
la desintegracion de dichos lisosomas que se producen en los procesos
inflamatorios y son responsables del dafio y otros fendmenaos inflamatorios, que
asi son impedidos.3*

La membrana de los eritrocitos es analogos a la membrana lisosomal y su
estabilizacion implica que un extracto puede ademas estabilizar la membrana
lisosomal. La estabilizacion de la membrana lisosomal es importante para limitar
la respuesta inflamatoria mediante la prevencion de la liberacién de constituyente
lisosomal de neutrdfilos activados, enzimas bactericidas y proteasas lo que causa
aun mas inflamacién y dafio de los tejidos Por lo tanto, la estabilizacion de la

membrana celular de glébulos rojos humanos por hipotonicidad induciendo la lisis
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de membrana puede considerarse como una medida in vitro de la actividad
antiinflamatoria de compuestos orgéanicos.? 14

Las enzimas lisosémicas liberadas durante la inflamacion producen una variedad
de trastornos que conducen a la lesion del tejido, dafiando las macromoléculas y
ocasionando la peroxidacion lipidica de membranas que se supone que son
responsables de ciertas condiciones patolégicas como ataques cardiacos,
choques sépticos y artritis reumatoide etc. De estas enzimas se dice que esta
relacionada con la inflamacién aguda o crénica.®

La estabilizacion de la membrana de glébulos rojos humanos al inducir lisis por
hipotonicidad se tom6 como una medida in vitro de la actividad antiinflamatoria del
extracto de Nasturtium officinale R. Br. “berro”.

2.9. Radicales libres y antioxidantes

2.9.1. Radicales libres

Los radicales libres son moléculas que poseen un nimero impar de electrones, o
sea que poseen un electrén desapareado, lo que las hace muy inestables. En los
sistemas vivos tienden a reaccionar rapidamente con diversas macromoléculas
como acidos nucleicos, cadenas de aminoacidos y los dobles enlaces en &cidos
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.2®

Los organismos aérobicos generan normalmente radicales libres de oxigeno como
parte de su metabolismo. Estas especies activas (anién superéxido O, perdxido
de hidrégeno H,O., radical hidroxilo OH") se originan en transferencias univalentes
de electrones, durante la reduccion del oxigeno a agua. Estas transferencias
pueden darse como subproductos de procesos metabdlicos como la respiraciéon
Celular.337

2.9.1.1. DPPH (1,1-difenil-2-picrihidraizil)

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. La solucion del reactivo DPPH es de color violeta y presenta una
absorbancia a 517 nm. Su mecanismo de reaccion consiste en la sustraccién de
un atomo de hidrégeno de un donador (ej. un compuesto fendlico puro o extracto)

para generar el compuesto difenilpicrilhidrazina desarrollando un cambio de color
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violeta a amarillo a medida que disminuye la concentracion del radical libre; el que
se lee en el espectrofotdmetro después de veinte a treinta minutos de reaccion, y
una especie radical (ej. radical fenoxil). La reaccién entre la sustancia a evaluar y

el DPPH se observa en la siguiente figura.®’

C2N NN + FIOH —= OZN‘QN—N + FIO*
H
o O -
DPPH (purpura)  Flavonoide DPPH (amarillo)  Flavonoide

Radical fenoxil
Figura 3. Secuestramiento del DPPH (radical libre) por un flavonoide (secuestrador de
radical libre).3”

2.9.1.2. Radicales libres en el ser humano
El hombre fabrica radicales libres como: OH", O,y el NO. El anion superdxido se
genera en las células fagociticas como: monocitos, neutréfilos, eosindfilos, para
incrementar su funcion bactericida. Existen enfermedades como la gastritis o la
inflamacién intestinal en las que hay una activacién fagocitica excesiva, lo cual
provoca lesiones en los tejidos y la formacion de radicales de oxigeno.®” El éxido
nitrico cumple muchas funciones fisiol6gicas 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 enfermedades
como la inflamacién crénica, accidente cerebro vascular y choque séptico. 3
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 metdlicos de transicion como el
Fe*+2 y Cu+.38
2.9.1.3. Principales fuentes de radicales libres
Nuestro organismo esta expuesto a una gran variedad de EROS y ERNS que
pueden generarse a partir de fuentes endodgenas, relacionadas con el
metabolismo del oxigeno y con las diversas reacciones de defensa de nuestro
sistema inmunitario, o de fuentes exdgenos, como el tabaco, la contaminacién del
aire, la radiacion UV, el ozono y ciertos medicamentos. Aunque la exposicion a los
EROS procedentes de fuentes exdgenos sea extremadamente elevada, la

exposicion a fuentes enddgenas es mucho mas importante y extensa, debido a
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que es un proceso que se da forma continua en las células de nuestro organismo

alo largo de la vida.*®

2.9.1.3.1. Fuentes enddgenas de radicales libres 2¢%7

Podemos distinguir cuatro fuentes enddégenas que originan la mayoria de los

agentes oxidantes producidos por las células:

e En el transcurso normal de la respiracion aerébica, las mitocondrias consumen
O reduciéndolo en varias etapas a H>O. Inevitablemente, a lo largo de este

proceso aparecen subproductos como el Oz, H,O, y OH".

e . € e e
0, S~ 0, >~ » HO, — » OH o o H,O

Figura 4. Agentes oxidantes derivados del metabolismo celular.36

e Las células fagociticas (leucocitos, neutréfilos, macréfagos y eosindfilos) al
activarse por medio de mediadores proinflamatorios o de productos
bacterianos, viricos o de parasitos, destruyen las células infectadas por medio
de un ataque oxidativo (literalmente una “explosion” oxidativa) en el que se
producen grandes cantidades de O, H,O, y OH". Las infecciones cronicas
llevan a una actividad fagocitica continua que provoca una inflamacién crénica
gue es el principal factor de riesgo del cancer.

e Los peroxisomas, organulos encargados de la degradacién de acidos grasos y
otras moléculas produce, H,O, como subproducto, que es degradado de forma
natural por la enzima catalasa. Bajo ciertas condiciones, algunos de los
peréxidos escapan la degradacion y se libera a otros compartimentos celulares
provocando un incremento del dafio por oxidacion en el ADN.

e Las enzimas del complejo Citocromo P450, son las principales responsables
del metabolismo oxidativo de los xenobiéticos. La induccidn de estas enzimas
previene los efectos de toxicidad aguda de agentes extrafios al organismo, pero
también produce subproductos oxidantes que pueden dafar el ADN.

2.9.1.3.2. Fuentes exdgenas de radicales libres®:3’

Entre las principales fuentes exdégenas de radicales libres destacan:

e Los oxidos de nitrégeno del humo de tabaco.

e Las sales de hierro y cobre que promueven la generacion de radicales

oxidantes a partir de peroxidos.
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Fe?* + H,0, —> Fe’ + OH + OH

Figura 5. Sales de hierro generando radicales oxidantes a partir de peroxidos.36
¢ Los alimentos que ingerimos a través de la dieta, especialmente los de origen
vegetal, que se oxidan en mayor o menor grado generando diferentes tipos de
oxidantes como peréxidos, aldehidos, acidos grasos oxidados y metales de
transicion.
2.9.1.4. Enfermedades producidas por radicales libres
Los radicales libres son utiles contra bacterias y virus; pero siguen actuando
después de haber cumplido con sus funciones en el metabolismo natural y en la
lucha contra las infecciones. Cuando hay un desequilibrio entre la generacion de
radicales libres y de sustancias protectoras contra éstos, los dafios de oxidacién
llevan a envejecimiento prematuro, cataratas, carcinogénesis y ateroesclerosis; a
su vez ésta provoca hipertension, angina, isquemia y accidentes cerebro
vasculares.®
2.9.2. Antioxidantes
Es definido como una sustancia que, presente a bajas concentraciones
comparadas con las del sustrato, retrasa o previene la oxidacion de dicho
sustrato.?’
Los antioxidantes pertenecen a dos clases: preventivos, que reducen la velocidad
de la cadena, y los interruptores de la cadena, que interfieren con su propagacion.
Entre los preventivos encontramos a las catalasas y peroxidasas; y los
interruptores son a menudo fenoles o aminas aromaticas (vitaminas C, E y
betacarotenos).®® Los preventivos se encuentran en el organismo de los seres
vivos, por ejemplo, el superdxido dismutasa, que cataliza la disminucién del anién
superoéxido, originando peréxido de hidrégeno; la catalasa es una enzima que
cataliza la descomposicion del peroxido de hidrégeno en agua; y también tenemos
el glutation peroxidasa que participa en la eliminacion del peroxido de hidrégeno
como dador de electrones utiliza el glutation reducido. Los interruptores estan
presentes en la dieta ingerida sobre todo en las frutas y verduras. 38
Existen antioxidantes naturales (fisiol6gicas), presentes en nuestro organismo;
dentro de un grupo los antioxidantes pueden ser enzimas que aumentan la
velocidad de ruptura de los radicales libres, otros que previenen la participacion

de iones de metales de transicion en la generacion de radicales libres y los
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inactivadores o barredores y de esta manera protegerian de las infecciones,
deterioro celular, del envejecimiento prematuro y probablemente del cancer.®

Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia
oxidativa y tener mas de un mecanismo de accion. Para que un antioxidante (AH)
tenga actividad antirradicalaria debe cumplir una caracteristica basica que es
generar un radical mas estable y menos dafino (RH) después de reaccionar con
la especie radical (R°). Esta reaccion se basa en una transmision redox en la que
esta implicada la donacion de un electrén (o un atomo de hidrégeno) a la especie
radicalaria (Figura 6). Como resultado de esta transferencia, se formara un radical
derivado del antioxidante (A’) que puede tener caracter inerte, estable o presentar

cierta reactividad.3”

Antioxidante Especie Radical Especie
radical derivado del radical
antioxidante mas estable

Figura 6. Mecanismo antirradicalario de las moléculas antioxidantes.3”

El antioxidante al reaccionar con el RL le cede un electrén oxidandose a su vez y
transformandose en un RL débil, con escasos o nulos efectos téxicos y que en
algunos casos como la vitamina E, pueden regenerarse a su forma primitiva por
la accion de otros antioxidantes. Tienen diferentes mecanismos de accion; unos
impiden la formacién de los RL y/o especies reactivas (sistema de prevencion),
otros inhiben la accién de los RL (sistema barredor) y otros favorecen la reparacion
y la reconstitucion de las estructuras biolégicas dafiadas (sistema de reparacion).
Cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado RL o hacia varios,
puede actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y tener mas de
un mecanismo de accion.®’

2.9.2.1. Antioxidantes en alimentos

En el organismo se produce un equilibrio entre oxidantes/antioxidantes, cuando
este equilibrio se rompe a favor de los oxidantes se produce un estrés oxidativo el
cual estd implicado en muchos procesos fisiopatoldgicos. Por tanto, es de vital
importancia el consumo de alimentos que contengan antioxidantes naturales y de
esta manera se pueda mantener el equilibrio entre oxidantes/antioxidantes o

incluso esté a favor de los antioxidantes. Como las plantas producen gran cantidad
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de fracciones quimicas que actian como antioxidantes para controlar el estrés
oxidativo causado por la radiacién solar y el oxigeno, pueden servir de fuente para
la obtencién de nuevos compuestos antioxidantes.!” Si tenemos en cuenta que
durante la vida se produce un equilibrio entre oxidantes y antioxidantes, y a
medida que el individuo envejece dicho balance esta a favor de los oxidantes, es
de vital importancia un consumo de alimentos ricos en antioxidantes naturales
para contrarrestarlos.*°

2.9.2.2. Sistema de defensa antioxidante

El sistema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de sustancias
que, al estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable,
retrasan o previenen significativamente la oxidacién de este. Como sustrato
oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas organicas o inorganicas
que se encuentran en las células vivas, como proteinas, lipidos, hidratos de
carbono y las moléculas de ADN. Los antioxidantes impiden que otras moléculas
se unan al oxigeno, al reaccionar mas rapido con los radicales libres del oxigeno
y las especies reactivas del oxigeno que con el resto de las moléculas presentes,
en un determinado microambiente — membrana plasmaética, citosol, niacleo o
liquido extracelular. La accion del antioxidante es de sacrificio de su propia
integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas: lipidos, proteinas,
ADN, etc. funcionalmente vitales 0 mas importantes. Su accion la realizan tanto
en medios hidrofilicos como hidrofébicos. Actian como eliminadoras, con el
objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante a favor de estos
ultimos. Los antioxidantes exdégenos actian como moléculas suicidas, ya que se
oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicion de ellos debe ser
continua, mediante la ingestién de los nutrientes que los contienen.*

2.9.2.3. Clasificacion de los antioxidantes

Si bien existen diversas formas para clasificar a los antioxidantes, desde una
perspectiva de su origen y presencia en el organismo, es posible distinguir entre
aguellos antioxidantes que son normalmente biosintetizados por el organismo, y
aquellos que ingresan a este a través de la dieta. #*

Los antioxidantes, segun su origen, se clasifican en endégenos (enziméticos y no
enzimaticos) y exodgenos (vitaminas antioxidantes, carotenoides, polifenoles,
compuestos que no caen en las tres categorias anteriores como algunos

glucosinolatos, y ciertos compuestos érgano-azufrados).*
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Tabla 3. Clasificacion de antioxidantes

Exogenos Endogenos Cofactores

Vitamina E Glutation Cobre

Vitamina C Coenzima Q Zinc

Beta caroteno Acido tidctico Manganeso

Flavonoides Enzimas: Hierro

Licopeno Superodxido dismutasa (SOD) selenio
Catalasa

Glutatidn peroxidasa

Fuente: Montero M. Los radicales libres y las defensas antioxidantes. 1996.13

Tabla 4. Clasificacion de los antioxidantes segun el sitio de accion

Intracelular Membrana Extracelular
Superoxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas
DT-deafarasa Albuminas
GSH Haptoglobinas
Proteinas que ligan metales Vitamina C
Sistemas proteoliticos Vitamina E
Vitamina C

Fuente: Montero M. Los radicales libres y las defensas antioxidantes. 1996.13
2.9.2.4. Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico)
Es un antioxidante como la vitamina E y analogo de esta. Se utiliza en aplicaciones
biol6égicas o bioquimicas para reducir el estrés oxidativo o dafio. La capacidad
antioxidante equivalente al trolox (TEAC) es una medida de la fuerza antioxidante
basado en Trolox. Debido a las dificultades para medir componentes antioxidantes
individuales de una mezcla compleja (como los ardndanos o los tomates), Trolox
equivalencia se utiliza como referencia para la capacidad antioxidante de una
mezcla de este tipo. Equivalencia de Trolox se mide con mayor frecuencia usando
el ABTS ensayo de decoloracién. El ensayo TEAC se utiliza para medir la
capacidad antioxidante de los alimentos, bebidas y suplementos. El Trolox es
universalmente empleado como estandar en (las curvas de comparacion de)
diversos ensayos de actividad antioxidante (como ORAC, TEAC). En el caso del
ensayo ORAC, la actividad antioxidante se expresa como micromoles de
Equivalentes Trolox (ET) por unidad de peso o de volumen de la muestra

analizada (generalmente, por 100 g de peso fresco o 100 mL).3742
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2.10. Método para evaluar la actividad antioxidante in vitro

El fundamento del método consiste en que este radical tiene un electrén
desapareado y es de color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo pélido por
reaccion con una sustancia antioxidante; la absorbancia es medida
espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de absorbancias permite
obtener el porcentaje de captacion de radicales libres.2%43

Se determind la actividad antioxidante como la disminucién en la absorbancia de
DPPH en diez minutos usando Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) como estandar. Los datos se tomaron cada 30 segundos para realizar
la cinética.*
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de
Farmacologia y Farmacognosia, de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioguimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de5
San Cristobal de Huamanga durante los meses de diciembre de 2017 a abril de
2018.
3.2. Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacién
Nasturtium officinale R. Br. “berro” que crece en los aledafios del rio Huatatas, del
distrito de San Juan Bautista, provincia de Huamanga, departamento de
Ayacucho.
3.2.2. Muestra
Quinientos gramos de hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”
3.2.3. Muestreo
El muestreo se realiz6 por conveniencia teniendo en cuenta el buen estado de las
hojas.
3.3. Metodologiay recoleccién de datos
3.3.1. Recoleccion de la muestra
Las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” fueron recolectadas en las orillas
del rio Huatatas en el Distrito de San Juan Bautista, Provincia Huamanga del
Departamento de Ayacucho, luego las muestras fueron transportadas al
Laboratorio de Farmacologia para su secado correspondiente a temperatura
ambiente separando aquellas hojas que cambiaron de color o mostraron signos
de alteracion.
3.3.2. Desecacion de la muestra
Las hojas se dejaron secar a temperatura ambiente, previa limpieza de los

mismos, bajo sombra previamente acondicionada teniendo como base el papel
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Kraft que se cambié constantemente y volteando las hojas para un secado
uniforme y evitando el deterioro por la humedad.

3.3.3. Molienda

Las hojas secas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” fueron trituradas empleando
una licuadora habiendo, previamente, desmenuzado las hojas con las manos con
la finalidad de reducir el tamafio.

3.3.4. Obtencion del extracto hidroalcoholico

Se pesaron 500 gramos de muestra seca de Nasturtium officinale R. Br. “berro”,
luego se macerd en un frasco de vidrio color ambar por 7 dias, para ello se utilizé
etanol al 80%, hasta cubrir la muestra por 1 cm de diferencia.® Durante el proceso
se agitd el frasco durante 15 minutos dos veces al dia con la finalidad de que el
etanol se distribuya homogéneamente en la muestra. La muestra en maceracion
se conservé en un lugar fresco y oscuro. Luego se procedid a filtrar la muestra
macerada haciendo uso de embudos de vidrio y papel filtro y finalmente se
sometié a bafio maria a una temperatura de 45°C para evaporar hasta sequedad.®
3.3.5. Aislamiento de la fraccion flavonoica

El extracto obtenido anteriormente fue desengrasado con éter de petrdleo en una
pera de decantacién (con la finalidad de eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros
metabolitos). Luego se hizo una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo
utilizando un embudo de separacién, para recuperar finalmente la fraccion de
acetato de etilo el cual fue evaporado a sequedad en bafio maria. Finalmente se
concentré a sequedad a temperatura ambiente.® La fraccion de acetato de etilo
obtenida fue utilizada en la determinacion de la actividad antiinflamatoria y
antioxidante.

3.3.6. Ensayos quimicos

3.3.6.1. Screening fitoquimico

El extracto seco que se obtuvo se diluyd con agua destilada para realizar las
reacciones de coloracién y precipitacion para identificar los metabolitos
secundarios, siguiendo los procedimientos propuestos por Miranda y Cuellar.*
Fenoles:

Ensayo de cloruro férrico: en un tubo de ensayo se coloc6é 2 mL de extracto, se
agrego gotas de solucion de FeCls al 5%, un color verde intenso o azul es positivo.
Catequinas:

Ensayo de catequinas: se tomo 1 gota del extracto, con la ayuda de un capilar y

se aplico sobre el papel de filtro. Sobre la mancha se aplicé una solucién de
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carbonato de sodio (Na>CO3). La aparicion de una mancha verde carmelita a la

luz UV, indica ensayo positivo.

Aminoéacidos libres o compuestos nitrogenados:

Ensayo de ninhidrina: en un tubo de ensayo se colocé 2 mL de extracto, se agrego

gotas de reactivo al 0,1%, llevar a bafio maria y hervir por 3 minutos, si se observa

un color azul violaceo es positivo.

Triterpenos y/o esteroides:

Ensayo de Lieberman-Burchart: en un tubo de ensayo se colocé 2 mL de extracto

y se redisuelve con 1 mL de cloroformo, luego se adiciono 1 mL de anhidrido

acético y se mezcla. Por la pared del tubo se dej6é resbalar 3 gotas de H,SO4

concentrado sin agitar, un color verde intenso o visible oscuro, azul o naranja es

positivo.

Saponinas:

Ensayo de espuma: en un tubo de ensayo se coloc6 2 mL de extracto, se agregé

2 mL de agua destilada, luego se agita fuertemente, la produccién de espuma por

mas de 2 minutos es positivo.

3.3.6.2. Identificaciéon de flavonoides

a. Prueba cualitativa

Ensayo de Shinoda: en un tubo de ensayo se colocé 2 mL de extracto, se agrego

unas cuantas grajeas de Mg metalico mas gotas de HCI concentrado, un color

carmelita o rojo es positivo.

b. Cromatografia en capa fina (CCF)?®

Sistema cromatografico:

e Fase estacionaria: placa cromatografica 20 x 20 conteniendo silicagel 254
(Merk)

e Fase movil: butanol: 4cido acético: agua (4:1:5)

¢ Volumen de inyeccién: 20 uL

e Revelador: cloruro férrico

La fraccion de acetato de etilo se disolvié en 0,5 mL de metanol y mediante un

capilar de vidrio, se aplic6é en la parte inferior de la placa cromatografica

previamente activada (fase estacionaria). El estandar utilizado fue la quercetina.

Se coloco la placa en la camara y se tuvo cuidado que el solvente butanol: acido

acético: agua (4:1:5) no sobrepasara a la muestra aplicada y se dejo que el liquido

ascienda por capilaridad. Posteriormente se retir6 la placa cromatografica

habiendo verificado que el solvente haya llegado hasta los 2 cm de la parte
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superior de la placa, se dejo secar la placa al aire libre y se revelé con cloruro
férrico al 1%.

3.3.7. Cuantificacion de flavonoides totales

a. Fundamento

El contenido de flavonoides totales en la fraccion flavonica se determiné por el
médoto de Zhishen et al.** Se basa en la reaccién de los grupos OH" de los
flavonoides y el aluminio (AlI*®) formando un complejo que se mide en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 510 nm.

b. Procedimiento:

Se prepar6 una solucién patrén de 1mg/mL de quercetina en metanol. Se diluyé
10 mL de solucion patrén estandar con 50 mL de agua destilada en un matraz.
Por lo tanto, la concentracion de quercetina de la solucién estandar de trabajo fue
de 200 pg/mL. Se pipete6 alicuotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mL de la solucién patrén
de quercetina en la serie de tubos de prueba marcados con Si, S, Ss, S4, Ss
respectivamente. Seguidamente se toma 500 L de extracto en una serie de tubos
de ensayo, para realizar el andlisis por triplicado. Para el blanco se us6 un tubo
de ensayo marcado con “B” con 1 mL de agua destilada. A los tubos de ensayo
se les agreg6 agua destilada cantidad necesaria para 1 mL. A cada tubo de
ensayo (incluido el blanco) se agregd 150 pL de nitrito sédico al 5% (NaNO.), se
agito bien los tubos de ensayo y se dej6 reposar a temperatura ambiente protegido
de la luz durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo se agreg6 150 pL de cloruro
de aluminio al 10% (AICls) a todos los tubos de ensayo, incluido el blanco, se agitd
bien y se dej6 reposar a temperatura ambiente durante 6 minutos. Pasando los 6
minutos se agreg6 2 mL de hidréxido de sodio al 4% a todos los tubos de ensayo.
Seguidamente se adicioné 5 mL de agua destilada a todos los tubos de ensayo.
Luego se agit6 bien los tubos de ensayo y se dejo reposar durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a 510 nm
usando el espectrofotometro. A partir de los extractos que se obtuvieron de las
hojas de “berro”, se tomaron 500 pL de muestra para utilizar el mismo
procedimiento y condiciones descritas con anterioridad. La muestra fue analizada
por triplicado. Las absorbancias obtenidas fueron plasmadas en un gréfico
estandar trazando la concentracién de quercetina en el eje X y la absorbancia

respectiva en el eje Y.
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c. Calculos

Para determinar el valor del contenido de flavonoides totales, se procedié a
realizar una regresion lineal con las absorbancias obtenidas, de tal manera que
se consiga la siguiente ecuacion: y=mx+b, para calcular el contenido de
flavonoides totales se debe reemplazar el valor correspondiente en el eje “Y” y en
el eje “X”, y posteriormente se expresa como mg equivalente de quercetina/g de
muestra.

3.3.8. Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro

Se determind mediante el método de proteccién de la membrana de glébulos rojos
humanos (HRBC).1043

3.3.8.1. Suspension de glébulos rojos

a. Preparacion

La sangre se recogi6 de un voluntario humano sano que no habian tomado ninguin
AINE durante 2 semanas antes del experimento y fue mezclada con un volumen
igual de solucion de Alsever® (2% de dextrosa, citrato de sodio al 0,8%, acido
citrico al 0,05% y NaCl al 0,42%) el cual servira como anticoagulante para
conservar la sangre extraida, luego se centrifuga a 3000 rpm por 10 minutos, las
células empaquetadas fueron lavadas con solucion NaCl 0,9% por tres veces y
luego se hizo una suspension al 10% v/v.1043

b. Tratamiento de las muestras

Se prepararon varias concentraciones de los extractos (50 pg/mL, 100 pg/mL, 250
pug/mL, 500 pg/mL y 1000 pg/mL) utilizando solucién salina fisiolgica.

Se utiliz6 como farmaco de referencia a la hidrocortisona la cual se prepar6 a una
concentracion de 100 pg/mL utilizando solucion salina fisioldgica. La mezcla de
reaccion se componia de 2 mL de solucion hiposalina (0,25% w/v NaCl),1 mL de
tampén de fosfato 0,15M (pH=7,4), 1 mL de la solucién de ensayo (muestra
problema), 1 mL de estandar hidrocortisona y 0,5 mL de la suspensién de gldbulos
rojos al 10% v/v.

Para el control se utiliz6 2 mL de agua destilada en lugar de solucion hiposalina
(para producir 100% de hemdlisis). Las mezclas fueron incubadas a 37°C durante
30 minutos y luego centrifugadas a 3000 rpm durante 20 minutos, el contenido de
hemoglobina de la solucion sobrenadante se estim6 usando un espectrofotometro
UV a 560 nm.*?
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c. Célculo del porcentaje de proteccion de la membrana
El porcentaje de proteccion de la membrana de globulos rojos fue calculado

usando la formula: *3

Proteccion (%) = 100- [(A2muestray o 100]

Abs control

3.3.9. Determinacion de la actividad antioxidante in vitro

3.3.9.1. Ensayo del DPPH

La determinacion de la capacidad antioxidante de los diferentes extractos
vegetales se llevd a cabo de acuerdo con el método de Brand — Willians et al.*®
con ligeras modificaciones descrita por Bustamante.*’ Cada ensayo se realiz6 por
triplicado.

a. Procedimiento

Se prepard en una fiola una solucién patrén disolviendo 24 mg de DPPH en 100
mL de metanol, luego se almacend en refrigeraciébn para su posterior uso. La
solucion de trabajo se obtuvo al mezclar 10 mL de solucidon patrén y 45 mL de
metanol hasta ajustar su absorbancia de 1,1+ 0.02 leida a 515 nm. Seguidamente
se afladié 300 L de extracto de Nasturtium officinale R. Br. “berro” y 2700 uL de
solucion de trabajo en una serie de tubos de ensayo (por triplicado), los cuales
reaccionaron durante 30 minutos en la oscuridad, las absorbancias fueron leidas
a 515 nm. Previamente, se realizé una curva de calibracién utilizando Trolox como
patron de cuantificacion para lo cual se procedi6 a pesar 12,5 mg de Trolox
(estandar) y se disolvié en 50 mL de metanol, luego se tomaron alicuotas de 0, 1,
2,4,6y8mLYy se afor6 a 10 mL con metanol, seguidamente se tomaron 300 pL
de estandar preparado y 2700 uL de solucién de trabajo y se incub6é por 30 minutos
en la oscuridad. Se midi6 la absorbancia a 515 nm. El resultado se expres6 en mg
equivalente de Trolox/g de muestra.

b. Célculo del porcentaje de actividad antioxidante

El porcentaje de actividad antioxidante fue calculado usando la férmula: 46

% AA = 100-[MJ

Ac
Donde:

A n: Absorbancia de las muestras

A ¢: Absorbancia del control DPPH

Ay : Absorbancia del blanco de la muestra.

Una vez determinado el porcentaje de cada una de las concentraciones, se
procedié a realizar una regresion lineal con dichos valores, de tal manera se

obtuvo la siguiente ecuacion: y=mx+b; para calcular Clso se debe reemplazar el
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valor correspondiente al 50% de inhibicion del DPPH en el eje “Y” y en el eje “X”

la concentracion del antioxidante necesaria para inhibir en un 50% el DPPH.

Métodos instrumentales para larecolecciéon de datos

Para la recoleccion de datos se empled el espectrofotometro UV el cual, a una

longitud de onda de 560 nm, para la actividad antiinflamatoria, y 515 nm, para la

actividad antioxidante, registré las absorbancias obtenidas del estandar y de las

muestras tratadas, para luego calcular el porcentaje de estabilizacion de

membrana y la capacidad de captacion del radical libre DPPH y asi determinar la

actividad antiinflamatoria y antioxidante de los flavonoides aislados.

3.4. Tipo y disefio de investigacién

3.4.1. Tipo de investigacion

Experimental 48

3.4.2. Método de investigacion

Hipotético-deductivo

Segln Hernandez et al.*® El enfoque cuantitativo se fundamenta en el método

hipotético-deductivo, considerando las siguientes premisas:

e Se llevan a cabo la observacion y evaluacion de fenomenos

e Delineamos teorias y de ellas derivamos hipétesis

e Las hipédtesis se someten a prueba utilizando los disefios de investigacion
apropiados

e Si los resultados corroboran las hipétesis 0 son consistentes con éstas, se
aporta evidencia en su favor. Si se refutan, se descartan en busca de mejores
explicaciones e hipétesis.

3.4.3. Disefio de investigacion

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

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

una medicion sobre la variable dependiente en estudio. Para el estudio de la

actividad antiinflamatoria se utilizaron 5 concentraciones (50, 100, 250, 500 y 1000

pug/mL) para evaluar a qué concentracion se obtiene mejor porcentaje de

proteccion de membrana y para el estudio de la actividad antioxidante se usaron

concentraciones de 50, 100, 200, 300 y 400 pg/mL para evaluar a qué

concentracion se obtiene mejor porcentaje de actividad antioxidante.

Se realizaron cuatro repeticiones para el primer ensayo (actividad antiinflamatoria)

y tres para el segundo ensayo (actividad antioxidante). Se us6 como farmaco de

referencia o estandar a la hidrocortisona 100 pg/mL y Trolox a 50, 100, 200, 300
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y 400 pg/mL. A continuacion, se realizaron las comparaciones entre las post
pruebas lo cual nos indica si hubo o no efecto de la manipulacién. Si ambas
difieren significativamente (01 # 02) esto nos indica que el tratamiento
experimental tuvo un efecto a considerar. Por lo tanto, se acepta la hipétesis
alternativa. Si no hay diferencias, (01=02) ello indica que no hubo un efecto
significativo del tratamiento experimental. En este caso se acepta la hipotesis
nula.*®

3.5. Andélisis de datos

Los datos que se obtuvieron de la evaluacion de los estudiados fueron procesados
en una base de datos con el paquete estadistico SPSS 21. Se determinaron en
forma de medias y desviacion estandar, y se representaron mediante graficos en
forma de histogramas y barras de error. Se realiz6 analisis de varianza (ANOVA)
para determinar las diferencias significativas en los diferentes ensayos a un nivel

de confianza de 95% (p<0,05) y la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 5. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico de las

hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”. Laboratorio de Farmacognosia.

Ayacucho 2018.

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Wagner + Precipitado rojo-vino
Alcaloides Draguendorff + Precipitado naranja
Mayer + Precipitado blanco
Lactonas y/o Baljet + Precipitado anaranjado-
cumarinas rojizo
Catequinas Carbonato de sodio ++ Coloracion verde
+ luz UV carmelita a luz UV
Saponinas Espuma + Formacion de espuma
Fenoles y/o taninos Cloruro férrico +++ Coloracion azul verdosa
Compuestos Ninhidrina +++ Coloracion lila
nitrogenados
Flavonoides Shinoda +++ Precipitado rojo ladrillo
LEYENDA:
(+++) : Abundante/Intenso
(++) : Moderado
(+) . Escaso/Tenue
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Figura 7. Curva de calibracion obtenida para la Quercetina en el laboratorio de

Farmacognosia. Ayacucho 2018.
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Tabla 6. Cuantificacion de flavonoides en la fraccion de acetato de etilo de las
hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”. Laboratorio de Farmacologia.
Ayacucho 2018.

Absorbancia promedio Absorbancia promedio de Flavonoides Totales (mg
patrén quercetina (510 nm) Nasturtium officinale R. Br. EQ/100 g de muestra)
“berro” (510 nm)
0,114 0,126 126,7
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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 evaluacién de la actividad antiinflamatoria y
antioxidante que se han realizado tanto en extractos como en metabolitos
secundarios aislados de fuentes naturales. Estos estudios se han realizado
guiados a través de diferentes modelos farmacolégicos tanto in vivo como in vitro.°
En el presente trabajo se brind6 informacién acerca de la actividad antiinflamatoria
y antioxidante mediante el modelo in vitro del porcentaje de proteccion de la
membrana de glébulos rojos y la actividad secuestradora del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo respectivamente, de la fraccion flavonoica aislada de las hojas de
Nasturtium officinale R. Br. “berro”.
Los compuestos bioactivos en plantas medicinales estan presentes en bajas
concentraciones. Por lo tanto, es muy importante aplicar métodos de extraccion
adecuados y eficaces para la recuperacion de estos compuestos.®
Para obtener el aislado de la fraccién flavonoica se hizo, en primera instancia, una
extraccion hidroalcohdlica con etanol al 80% de las hojas secas de Nasturtium
officinale R. Br. “berro”, el cual fue macerado durante 7 dias y filtrado
posteriormente para obtener el extracto deseado® y al que seguidamente, se le
realizd la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en dicho
extracto*® tal como podemos observar en la tabla 5. Se pudo identificar alcaloides,
lactonas, catequinas, compuestos nitrogenados, fenoles y/o taninos y flavonoides

siguiendo el procedimiento indicado por Miranda y Cuellar®®. Estos metabolitos
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también fueron reportados por Chiclla 4 quien realiz6 un estudio fitoquimico y
farmacologico de Roripa nasturtitum aquaticum (L) Hayec “berro”. El extracto
obtenido anteriormente fue desengrasado con éter de petréleo 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 separacién para recuperar finalmente la fraccién de
acetato de etilo y evaporarla a sequedad.® La fraccion de acetato de etilo es la
fraccion flavonoica usada en la determinacion de la actividad antiinflamatoria y
antioxidante in vitro.

Las reacciones de coloracion pueden usarse para evidenciar la presencia de
flavonoides, una de las mas especificas es la reaccién de Shinoda, de la que
resultan coloraciones caracteristicas segun el tipo del nicleo del flavonoide.*® En
el anexo 8 se observa la reaccion de Shinoda, en la cual se puede apreciar el
cambio de coloracién a rojo ladrillo, con ello confirmando la presencia de
flavonoides en la fase de acetato de etilo que por la caracteristica del color, podria
tratarse posiblemente de flavonoides de tipo isoflavonas, flavonas y flavonoles.*®
La extraccion de la fraccion flavonoica se realizo siguiendo sus propiedades de
solubilidad. La solubilidad de los flavonoides depende de la forma en que se
encuentren, del nimero y clase de sustituyentes presentes. Los glicosidos, las
antocianidinas y los sulfatos son solubles en agua y alcohol. Las agliconas
flavonoides altamente hidroxiladas son solubles en alcohol (metanol, etanol 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 petréleo y cloroformo segun
reporta Ramirez.'8

En el ensayo cromatografico preliminar se confirmé la presencia de flavonoides al
observarse manchas de color pardo tenue revelado con FeCl; al 1% para
compuestos fendlicos?® tal como podemos observar en el anexo 9.

En la figura 7 se observa la curva de calibraciobn de la quercetina para la
cuantificacion de flavonoides, la ecuacion de la recta que se obtuvo se utilizé para
cuantificar los flavonoides totales presentes en las hojas de Nasturtium officinale
La cantidad de flavonoides cuantificados fue de 126,7 mg equivalente de
guercetina en 100 g de muestra (mg EQ/100 g) tal como figura en la tabla 6.
Nasturtium officinale R. Br. tiene una larga historia de usos medicinales populares

en todo el mundo como antiinflamatorio, hepatoprotector, antiescorbutico,
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antioxidante, sedante para la tos, cicatrizante, antiulceroso.* El extracto de la hoja
contiene taninos, catequinas y flavonoides, principalmente derivados de la rutina
gue es el responsable de la actividad antioxidante y antiinflamatoria dependientes
de la dosis.*

La fraccién flavonoica aislada fue usada para realizar pruebas de proteccion de la
membrana celular para evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro, a
concentraciones de 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL versus una estandar
hidrocortisona 100 pg/mL, como resultado se observé que la fraccién flavonoica
de Nasturtium officinale R. Br. presenté buena actividad antiinflamatoria
dependiente de la concentracion.

En la figura 8 se observa el porcentaje de proteccion de membrana de la fraccién
flavonoica y su respectivo estandar. La fraccién flavonoica aislada mostré
porcentajes de 91,2%; 92,4%; 95,5%; 97,1% y 98,9% a concentraciones de 50,
100, 250, 500 y 1000 upg/mL respectivamente. Como se puede apreciar, la
estabilizacion maxima de la membrana fue de 98,9% a una concentracién de 1000
Hg/mL respecto a la proteccion ejercida por el estandar hidrocortisona 100 pg/mL
que fue del 97,7%.

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

Del andlisis estadistico observado en el anexo 21, prueba de ANOVA, se
demuestra que hay diferencia significativa (p<0,05) en el porcentaje de proteccion
de membrana ejercida por las diferentes concentraciones de fraccion flavonoica
(200, 250, 500, 1000 pg/mL) y el estandar hidrocortisona 100 pg/mL, por lo que
fue necesario recurrir a la prueba de comparaciones multiples HSD Tukey,
adjuntado en el anexo 22, que nos permitié determinar qué medias difirieron y qué
medias eran subconjuntos homogéneos que no se diferencian entre si. El
porcentaje de proteccion ejercido a la concentracién de 500 ug/mL de la fracciéon
flavonoica (97,1%) es estadisticamente similar (p<0,05) al porcentaje de
proteccion ejercido por la hidrocortisona 100 pg/mL (97,7%), es decir, ambas
concentraciones poseen actividad antiinflamatoria similar a un nivel de confianza
del 95% segun la prueba HSD Tukey.

Chippada et al.’® evaluaron la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto
metandlico de Centella asiatica por estabilizacion de la membrana de globulos
rojos a diferentes concentraciones de extractos (50, 100, 250, 500, 1000 y

2000 pg/mL) y tomando como estandar al diclofenaco 100 pg/mL, los resultados
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mostraron que la estabilizacién maxima de la membrana fue de 94,97 % a una
dosis de 2000 ug/mL y para el diclofenaco fue de 98,76%.

Asimismo, en los estudios realizados por Leelaprakash y Mohan Dass? al
determinar el efecto antiinflamatorio in vitro del extracto metandlico de
Enicostemma axillare por el mismo método, mostraron un porcentaje de inhibicién
de la lisis de la membrana (p<0,05) méaxima de 75% a 500 pg/mL y el estandar
usado, aspirina 100 pg/mL, ejercio 68% de proteccion de la membrana.
Fernandez et al.’, trabajaron con el extracto acuoso atomizado de la raiz de
Krameria lappacea “ratania” a concentraciones de 10, 50, 100, 200 ug/mL de
extracto versus hidrocortisona 400 pg/mL como estandar. Obtuvieron como
resultado una mayor eficacia antiinflamatoria al utilizar ratania en concentracion
de 50 y 200ug/mL, obteniéndose una maxima proteccién de 35,9% a 200 pg/mL
respecto al 12,4% del estandar.

En la investigacion titulada actividad antiinflamatoria in vitro de los compuestos
fendlicos aislados de las semillas de cuatro variedades de Chenopodium quinoa
Willd “quinua” realizada por Farfan®® se observé que a las concentraciones de
1000 pg/mL de las cuatro variedades de quinua, se obtuvieron los mayores
porcentajes de proteccion de la membrana de glébulos rojos, de las cuales, la
variedad que presenté mayor porcentaje de proteccion fue INIA Salcedo con un
98%, mientras su estandar, hidrocortisona 100 pg/mL, obtuvo un 94,2% de
proteccion.

Como se observa en los antecedentes, la proteccion sobre la membrana celular
gue ejercen los extractos de Centella asiatica, Enicostemma axillare, Krameria
lappacea y flavonoides de Nasturtium officinale R. Br. “berro”, difieren uno del otro
observandose que este Ultimo presenta mayor proteccion de membrana que el
resto, por ejemplo; a la concentracion de 1000 pg/mL de extracto de Centella
asiatica el porcentaje de estabilizacién fue de 91,54% respecto a los 98,9%
ejercida por de Nasturtium officinale R. Br. Estas pequefas variaciones es debida
a que Chipada et al.’®>, Leelaprakash y Mohan Dass? y Fernandez et al.’,
trabajaron con el extracto crudo de sus respectivas muestras con respecto a los
flavonoides del berro que serian te6ricamente puros y por tanto presentaria mayor
proteccion sobre la membrana celular, en ese sentido es necesaria la purificacion
de cada compuesto bioactivo, tal y como en la investigacion titulada actividad
antiinflamatoria in vitro de los compuestos fendlicos aislados de las semillas de

cuatro variedades de Chenopodium quinoa Willd “quinua” realizada por Farfan*
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que a diferencia de los autores antes citados, realiz6 un proceso de extraccion y
purificacion de fenoles por lo que los resultados que obtuvo presentan,
relativamente, resultados similares a los obtenidos en esta investigacion. De esta
manera se puede usar la forma purificada del compuesto ya que puede mostrar
una actividad incrementada. Pero més alla de la purificacion también se tiene que
tener en cuenta el porcentaje de rendimiento en flavonoides y las condiciones de
trabajo del cual también dependera su actividad bioldgica.

En los resultados se observa que el porcentaje de proteccion (eficacia
antiinflamatoria) de la fraccion flavonoica aislada es relativamente alto e incluso
mayor al porcentaje de proteccion ejercida por el estandar, lo cual se explicaria
por la extensa accién que poseen dichos metabolitos en el proceso inflamatorio.
La proteccion de la membrana se fundamenta en la estabilizacién de la membrana
de los glébulos rojos por un efecto protector del corticoide (estandar) y flavonoides.
Los fenoles y mas especificamente los flavonoides, al igual que los esteroides
antiinflamatorios, estabilizan la membrana de los lisosomas, particulas
intracelulares que contienen proteasas y enzimas hidroliticas, las que forman los
mediadores quimicos de la inflamacion.*°

La estabilizacion de los lisosomas es importante para limitar la respuesta
inflamatoria evitando la liberacién de constituyentes lisosémicos de neutrofilos
activados, tales como enzimas bacterianas y proteasas, lo que provoca una mayor
inflamacién en los tejidos y un dafio a la liberacion extracelular. Las enzimas
lisosdmicas liberadas durante la inflamacion producen diversos trastornos. Se dice
gue la actividad celular extra de estas enzimas esta relacionada con la inflamacion
aguda o crénica.*® Entonces los compuestos fendlicos al igual que los farmacos
antiinflamatorios (esteroidales) actian ya sea inhibiendo estas enzimas
lisosémicas o estabilizando la membrana lisosomal. 2’

Segun estudios realizados acerca de la actividad antiinflamatoria in vitro de
flavonoides reportan una actividad inhibitoria en la producciéon de NO, expresiéon
de INOS y disminucién de los niveles de TNF-a en macréfagos y recientemente
se ha relacionado 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 coldgeno, haciéndolas menos susceptibles a
la degradacion proteolitica.}*3%33 Ademds de inhibir enzimas como la

ciclooxigenasa, quinasas, fosfolipasas.!®

45



Otros mecanismos que explican la accion antiinflamatoria de los flavonoides se
detallan a continuacion: los &cidos 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 beneficios en el tratamiento
de trastornos inflamatorios debido a que se acepta comUnmente 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 produccién de radicales Oz, OH y
especies no radicales libres (H202) que pueden dafar el tejido circundante por
accion oxidante directa o indirecta.?’ La peroxidacion de lipidos da como resultado
la destruccion de la membranay a continuacién la respuesta inflamatoria mediante
la produccién de mediadores y factores quimiotacticos.?®3°

La fraccion flavonoica aislada se us6 también para evaluar la actividad
antioxidante in vitro, para lo cual se usé una solucién de DPPH pesando 24 mg y
disolviendo en 100 mL de metanol (solucién patrén), asi como también, la fraccién
flavonoica a concentraciones 50, 100, 200, 300 y 400 pug/mL versus un estandar
Trolox a las mismas concentraciones de la fraccién aislada segun la metodologia
descrita por Brand-Willians et al.*¢ y Bustamante.*” Como resultado se observo
que la fraccion flavonoica aislada de las hojas de Nasturtium officinale R. Br.
presenta buena actividad antioxidante dependiente de la concentracién segun el
método de la decoloracion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). La figura
9 representa la capacidad antioxidante de la fraccion flavonoica expresada en
porcentaje obtenida a las concentraciones de 50, 100, 200, 300 y 400 pg/mL que
fueron de 43,5%; 48,3%; 62,2%; 74,6% y 88,4% respectivamente; comparados
frente al Trolox, el cual presentdé una capacidad antioxidante de 47,3; 54,4%;
68,7%; 83,6% y 97,4% a las mismas concentraciones

Bustamante*’ menciona que si bien es cierto existen diferentes métodos para
evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vivo o in vitro, el método del DPPH in
vitro permite tener una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas
in vivo.

El analisis de varianza se realiz6 para analizar si los tratamientos difieren
significativamente entre si en cuanto a sus medias y varianzas.

Del andlisis estadistico observado en el anexo 23, prueba de ANOVA, se
demuestra que hay diferencia significativa (p<0,05) en la capacidad antioxidante

ejercida por las diferentes concentraciones de fraccion flavonoica (50, 100, 200,
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300, 400 pg/mL) y el estandar Trolox a las mismas concentraciones, por lo que
fue necesario recurrir a la prueba de comparaciones multiples HSD Tukey, que
nos permitio determinar qué medias difirieron y qué medias eran subconjuntos
homogéneos que no se diferencian entre si.

El porcentaje de capacidad antioxidante ejercido a la concentracion de 100 pg/mL
de fraccién flavonoica (48,3%]} es estadisticamente similar (p<0,05) al porcentaje
de capacidad antioxidante ejercido por el Trolox 50 pg/mL (47.3%), es decir,
ambas concentraciones poseen actividad antiinflamatoria similar a un nivel de
confianza del 95% segun la prueba HSD Tukey adjuntado en el anexo 24.

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 determind una
disminucién del 50% de absorbancia de la solucion de DPPH (Clsp), obteniéndose
los siguientes resultados: para el Trolox fue de 69 pug/mL y para la fraccién
flavonoica 106,5 pg/mL. De acuerdo con los resultados de la identificacion de
flavonoides observado en el anexo 8, dichos metabolitos serian los responsables
de la actividad antioxidante.

En estudios previos realizados por Rojas y Tomas®® se observé una capacidad
antioxidante dependiente de la dosis 75,85 + 2,06% a 200 pg/mL del extracto
metandlico de las hojas de Passiflora edulis sims “maracuya” (p<0,05)
determinandose una Clso = 124 pg/mL. Asi mismo Waqas 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 pug/mL 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, la
quercetina y sus derivados que se encuentran en mayor cantidad en las hojas de
Nasturtium officinale R. Br. podrian ser flavonoles, esto explica la buena actividad
antioxidante de la fraccion flavonoica.?®

Aguilar y Bonilla® utilizando la fraccién flavonoica de Smallanthus sonchifolius sin
hidrolizar, determinaron que el Clsonecesario para neutralizar al DPPH fue de 24,7
pug/mL, mientras que, en el presente trabajo, utilizando la fraccion de acetato de
etilo, el Clso fue de 106,5 pg/mL, mostrando que la actividad antioxidante de

Nasturtium officinale R. Br. es menor respecto a la ejercida por Smallanthus
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sonchifolius. Mientras que Ramirez!® al evaluar el extracto cloroférmico de las
hojas de Chuquiraga lessing “huamanpinta” obtuvo un Clso 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 74,6 % a la misma concentracién tal como se
observa en la figura 9.

Los buenos resultados obtenidos son gracias a que los flavonoides tienen
capacidad para capturar radicales libres gracias a la presencia de grupos hidroxilo
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,y el Csen conjunto
con la posicién 4-oxo en el anillo C, y grupos 3-5 hidroxi, y la funcién 4-oxo en los
anillos Ay C.*¥’

En la actualidad se sabe que existe relacion entre la actividad antiinflamatoria y
antioxidante de los flavonoides como ya se explicé en parrafos anteriores. Por lo
tanto, los agentes que ejercen actividad antijnflamatoria pueden ser beneficiosos
para tratar trastornos oxidativos en el organismo.

El hecho que de los extractos crudos y metabolitos aislados presenten actividad
protectora de la membrana celular y capacidad para neutralizar radicales libres,
da un aporte a la medicina en cuanto al tratamiento de enfermedades inflamatorias
y oxidativas 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, solo por
mencionar algunos ejemplos.® Por ende, lo que alguna vez se consider6 una
respuesta local a la lesion en la actualidad se esté convirtiendo en un problema
atractivo respecto de los mediadores inflamatorios y los radicales libres , asi como
en un mercado multimillonario para los farmacos antiinflamatorios y antioxidantes
producidos por la industria farmacéutica; en ese sentido, la gestion de las
enfermedades relacionadas con la inflamacién y la oxidacion es un problema real
en la comunidad rural; la poblacién en estas areas utiliza muchos farmacos
alternativos, tales como sustancias producidas a partir de plantas medicinales.®®
Asimismo, no se puede descartar el elemento de la toxicidad que estos farmacos
conllevan ya que su uso prolongado puede causar graves perjuicios por lo que es
indispensable contar con nuevas alternativas terapéuticas con efecto
antiinflamatorio y antioxidante, con menor toxicidad y costo?!, por ende, fomentar

el consumo de berro podria mejor la salud de estos pacientes.
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Los experimentos mostraron un efecto protector dosis dependiente sobre la
membrana celular y la captacion de radicales libres, en consecuencia, segun los
resultados obtenidos, se ha demostrado que, en las condiciones experimentales,
Nasturtium officinale R. Br. presenta actividad antiinflamatoria y antioxidante in

vitro.
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VI. CONCLUSIONES
La fraccion flavonoica aislada de las hojas de Nasturtium officinale R. Br.
“berro” presenta propiedades antiinflamatorias segun el modelo de
estabilizacién de la membrana de glébulos rojos (HRBC), también presenta
propiedades antioxidantes segln el modelo de la actividad secuestradora del
radical 1, 1 difenil -2-picrilhidrazilo (DPPH).
Se identificaron metabolitos secundarios como alcaloides, lactonas,
cumarinas, catequinas, saponinas, compuestos nitrogenados, taninos y
flavonoides en el extracto etandlico de las hojas de Nasturtium officinale R.
Br. “berro”.
La cantidad de flavonoides totales presentes en la fraccion flavonoica de las
hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” es de 126,7 mg EQ/100 g de
muestra.
La concentracioén de la fraccion flavonoica aislada de las hojas de Nasturtium
officinale R. Br. “berro” que ejerci6 mayor porcentaje de proteccion de
membrana fue el de 1000 pg/mL con un porcentaje de 98,9%.
La concentracioén de la fraccion flavonoica aislada de las hojas de Nasturtium
officinale R. Br. “berro” que ejercié mayor porcentaje de actividad antioxidante
fue el de 400 pg/mL con un 88,4%; ademas, presentd una ICso de 106,5
pg/mL.
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VIl. RECOMENDACIONES
Caracterizar mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) los
flavonoides presentes en las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”.
Ampliar el estudio de las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” ya que
tiene multiples propiedades farmacol6gicas y usos en nuestra poblacion.
Evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante in vivo de los flavonoides
aislados de las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” y comparar con los
resultados obtenidos en la presente investigacion.
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.
Realizar estudios de investigacion haciendo uso del extracto para determinar
la eficacia antiinflamatoria y antioxidante aplicAndola en alguna forma

farmacéutica topica.
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Anexo 1. Certificado de identificacion botanica de Nasturtium officinale R. Br.

“berro”. Ayacucho 2018.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Jorge Didier, AYVAR AGUILAR, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacién
de CRONQUIST, A (1 988), y es como sigue

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : DILLENIIDAE

ORDEN : CAPPARALES

FAMILIA : BRASSICACEAE

GENERO : Nastiurtum

ESPECIE : Nasturtium officinale R. Br.
N.V. : "berro”.

Se expide la certificacidn correspondiente a solicitud del interesado
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 24 de Mayo del 2 017.
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Anexo 2. Esquema para la obtencion del extracto hidroalcohdlico de Nasturtium
officinale R. Br. “berro”. Ayacucho 2018.

500 g de hojas secas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”

Maceracion por 7 dias con 3
l litros de EtOH 80%

v
Residuo Solucién hidroalcohélica 1

Maceracion por 7 dias con 3
litros de EtOH 80%

Residuo Solucién hidroalcohdlica 2

1+2

!

Solucion hidroalcohdlica total

l Concentracién

Extracto etandlico

62




Anexo 3. Esquema del fraccionamiento del extracto etandlico de las hojas de

Nasturtium officinale R. Br. “berro”. Ayacucho 2018

Extracto Etandlico

[ Desengrasado con
éter de petrdleo
e Marcha Fitoquimica 1 l
Fraccidn etérea Fraccién desengrasada

Extraccién con acetato
de etilo

’ }

Fraccion acetato de  Fraccién Acuosa

etilo
Ensayos Fitoquimicas Ensayos bioldgicos
e Shinoda e Actividad
antiinflamatoria
Ensayos Cromatograficos e Actividad antioxidante

e Cromatografia en Capa Fina
e Determinacién espectrofotométrica
UV-Vis
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Anexo 4. Recoleccion y secado de las hojas de Nasturtium officinale R. Br.
“berro” Ayacucho 2018.

64



Anexo 5. Proceso de obtencidn del extracto hidroalcohdlico de las hojas secas de
Nasturtium officinale R. Br. “berro” en el laboratorio de Farmacologia. Ayacucho
2018.
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Anexo 6. Ensayo de identificacion fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” en el laboratorio de Farmacognosia.
Ayacucho 2018.
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Anexo 7. Proceso de extraccion de la fraccion flavonoica del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” en el laboratorio
de Farmacologia. Ayacucho 2018.
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Anexo 8. ldentificacion fitoquimica de flavonoides mediante el ensayo de Shinoda
en la fraccion de acetato de etilo obtenido de las hojas de Nasturtium officinale R.

Br. “berro” en el laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2018.

3

Blanco
(fraccidn acetato
de etilo)

Flavonoides
(fraccidn acetato
de etilo + Shinoda,
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Anexo 9. Proceso de sembrado y desarrollo de cromatografia en capa fina para la
identificacion de fenoles en las hojas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” en el

laboratorio de Farmacologia. Ayacucho 2018.
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Anexo 10. Dilucién del estandar Quercetina para la elaboracion de la curva de

calibracion en el laboratorio de Farmacologia. Ayacucho 2018.

- - " - -

e T b - a g
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Anexo 11. Flujograma del procedimiento para la determinacion de la actividad
antiinflamatoria in vitro de Nasturtium officinale R. Br. “berro” en el laboratorio de

Farmacologia. Ayacucho 2018.

Fracciéon de acetato de etilo

Concentracion hasta sequedad a temperatura
ambiente

Disolucion de la muestra en etanol

Extraccidon de sangre, suspensidn de gldbulos rojos 10% v/v y preparacion del
extracto a concentraciones de 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL.

Mezcla de reaccion: 2 mL de solucién hiposalina, 1 mL de tampdn de fosfato 0,15M,
1 mL de extracto y 0,5 mL de la suspension de gldbulos rojos al 10%.
Control: Se utilizdé 2 mL de agua destilada en lugar de solucién hiposalina (para
producir 100% de hemdlisis).

Incubar a 37°C por 30 minutos, centrifugar a 3000 rpm por 20
minutos y leer en el espectrofotémetro UV a 560 nm

Analisis estadistico e interpretacién de
resultados
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Anexo 12. Preparacion de la suspension de globulos rojos al 10% v/v en el

laboratorio de Farmacologia. Ayacucho 2018.
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Anexo 13. Preparacion y lectura de absorbancias de la mezcla de reaccion

(muestra, control y estandar) en el laboratorio de Farmacologia. Ayacucho 2018.
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Anexo 14. Protocolo para la determinacién de la capacidad antioxidante por el

ensayo DPPH del extracto de las hojas secas de Nasturtium officinale R. Br.

“berro” en el laboratorio de Farmacologia. Ayacucho 2018.

DPPH

Solucién
Patrén (SP)

Solucidn
Trabajo (ST)

Curva del
estandar

Curva de la
muestra

&

<

Pesar 24 mg
de DPPH

-

Tomar 10 mL
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Anexo 15. Curva de calibracion obtenida para el estdndar Trolox en el laboratorio
de Farmacologia. Ayacucho 2018.
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Anexo 16. Preparacién de la solucion patron y solucion de trabajo para la
determinacion de la actividad antioxidante en el laboratorio de Farmacologia.
Ayacucho 2018.
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Anexo 17. Dilucion del radical libre DPPH para la elaboracion de la curva de

calibracion del Trolox en el laboratorio de Farmacologia. Ayacucho 2018.
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Anexo 18. Evaluacién de la actividad antioxidante por el método DPPH de la

fraccion de acetato de etilo en el laboratorio de Farmacologia. Ayacucho 2018.
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Anexo 19. Absorbancias y porcentajes de proteccion de la membrana de globulos
rojos de la fraccion flavonoica aislada de las hojas secas de Nasturtium officinale

R. Br. “berro” en el laboratorio de Farmacologia. Ayacucho 2018.

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Proteccion
Concentracion Absorbancia de membrana de GR (%)
Fraccién flavonoica

50 pg/mL 0,050 90,5

50 pg/mL 0,052 90,1

50 pg/mL 0,045 91,4

50 pg/mL 0,037 92,9
100 pg/mL 0,035 93,3
100 pg/mL 0,040 92,4
100 pg/mL 0,048 90,8
100 pg/mL 0,038 92,8
250 pg/mL 0,018 96,6
250 pg/mL 0,028 94,7
250 pg/mL 0,027 94,9
250 pg/mL 0,022 95,8
500 pg/mL 0,020 96,2
500 pg/mL 0,011 97,9
500 pg/mL 0,017 96,8
500 pg/mL 0,013 97,5
1000 pg/mL 0,004 99,2
1000 pg/mL 0,010 98,1
1000 pg/mL 0,003 98,9
1000 pg/mL 0,002 99,6

Hidrocortisona

100 pg/mL 0,010 98,1
100 pg/mL 0,015 97,1
100 pg/mL 0,012 97,7
100 pg/mL 0,011 97,9

Control 0,524
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Anexo 20. Absorbancias y porcentajes de la actividad antioxidante de la fraccion

flavonoica aislada de las hojas secas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”. 2018.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Concentracion Absorbancia Capacidad antioxidante (%)
Fraccion flavonoica
50 pg/mL 0,618 438
50 pg/mL 0,625 43,2
50 pg/mL 0,622 43,5
100 pg/mL 0,555 47,5
100 pg/mL 0,558 49,3
100 pg/mL 0,556 48,2
200 pg/mL 0,410 62,7
200 pg/mL 0,423 61,5
200 pg/mL 0,415 62,3
300 pg/mL 0,275 75,0
300 pg/mL 0,285 74,1
300 pg/mL 0,278 74,7
400 pg/mL 0,128 88,4
400 pg/mL 0,145 86,8
400 pg/mL 0,132 88,0
Trolox
50 pug/mL 0,578 475
50 pug/mL 0,583 47,0
50 pug/mL 0,579 47,4
100 pg/mL 0,498 54,7
100 pg/mL 0,507 53,9
100 pg/mL 0,501 54,5
200 pg/mL 0,338 69,3
200 pg/mL 0,346 68,5
200 pg/mL 0,350 68,2
300 pg/mL 0,172 84,4
300 pg/mL 0,186 83,1
400 pg/mL 0,023 97,9
400 pg/mL 0,035 96,8
Control 1,094
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Anexo 21. Analisis de varianza del porcentaje de proteccion de membrana de los

glébulos rojos para la fraccion flavonoica aislada de las hojas secas de Nasturtium

officinale R. Br. “berro”. Ayacucho 2018.

ANOVA
% Proteccion de Suma de gl Media F Sig.
glébulos rojos cuadrados cuadratica
Entre grupos 188,664 5 37,733 340,873 ,000
Dentro de 1,993 18 111
grupos
Total 190,656 23
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Anexo 22. Prueba de comparaciones mdultiples HSD Tukey del porcentaje de
proteccion de membrana de los glébulos rojos para la fraccion flavonoica aislada
de las hojas secas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” y el estandar
hidrocortisona. Ayacucho 2018.

COMPARACIONES MULTIPLES

% PROTECCION DE MEMBRANA DE GLOBULOS ROJOS

HSD Tukey?
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
EXTRACTO 4 91,2250
50 pg/mL
EXTRACTO 4 92,3750
100 pg/mL
EXTRACTO 4 95,4500
250 pg/mL
EXTRACTO 4 97,1000
500 pg/mL
Hidrocortisona 4 97,7000
100 pg/mL
EXTRACTO 4 98,925
1000 pg/mL 0
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,161 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 4.000.
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Anexo 23. Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante (%) para la fraccion
flavonoica aislada de las hojas secas de Nasturtium officinale R. Br. “berro”.
Ayacucho 2018.

ANOVA
, S d I Medi F Sig.
Capacidad vma ce e € |::-1 =
antioxidante (%)  cuadrados cuadratica
Entre grupos 9484,616 9 1053,846 3008,124 ,000
Dentro de 7,007 20 ,350
grupos
Total 9491,623 29
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Anexo 24. Prueba de comparaciones multiples HSD Tukey de la capacidad

antioxidante (%) para la fraccion flavonoica aislada de las hojas secas de

Nasturtium officinale R. Br. “berro” y el estandar Trolox. Ayacucho 2018.
COMPARACIONES MULTIPLES

CAPACIDAD ANTOXIDANTE (%)

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2 3 4 5 6 7 8 9
EXTRACTO 50
3 43,500
pg/mL
TROLOX 50
3 47,300
ug/mL
EXTRACTO 100
3 48,333
pg/mL
TROLOX 100
3 54,367
ug/mL
EXTRACTO 200
3 62,167
pg/mL
TROLOX 200
3 68,667
ug/mL
EXTRACTO 300
3 74,600
pe/mL
TROLOX 300
3 83,667
ug/mL
EXTRACTO 400
3 87,733
pg/mL
TROLOX 400
3 97,367
peg/mL
Sig. 1,000 ,524 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3.000.
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Anexo 25. Diagrama de flujo del espectrofotémetro ultravioleta (UV)
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Anexo 26. Flujograma de equipos para la determinacion de la actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro de la fraccion flavonoica
aislada de las hojas secas de Nasturtium officinale R. Br. “berro” en el laboratorio de Farmacologia. Ayacucho 2018.
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Anexo 27. Matriz de consistencia. Ayacucho 2018.

Br. “berro”.

e Evaluar la actividad
antiinflamatoria y
antioxidante in vitro de la
fraccion flavonoica
aislada de las hojas de
Nasturtium officinale R.
Br. “berro” a diferentes
concentraciones

officinale R.
Br. “berro” no
presenta
actividad
antiinflamatori
a y
antioxidante in
vitro.

Antiinflamatorios
esteroideos
Radicales libres vy
antioxidantes
Método para evaluar

la actividad
antiinflamatoria in
vitro.

y antioxidante
Indicador
Porcentaje de
proteccion de la
membrana de
glébulos rojos.
Porcentaje de
captacion de
radicales libres.

TITULO PROBLEMA OBIJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLE DISENO
METODOLOGICO

Actividad éTendrd Objetivo general Hi: La fraccion Nasturtium officinale Variable Tipo de investigacion:
antiinflamato | actividad Determinar la actividad flavonoica R. Br. “berro”. independiente Experimental. Poblacién:
ria y | antiinflamato | antiinflamatoria aislada de las Descripcion botanica Fraccion hojas de  Nasturtium
antioxidante ria y antioxidante in vitro de la hoja.s de Hébitat y distribucién flavonoica ?|S|ada officinale R. Br. ’berfo'
invitrodela | antioxidante | fraccion flavonoica Nasturtium Usos tradicionales de las hojas de | que crece en los aledafios
fraccion in vitro |a aislada de las hojas de. officinale  R. Composicién quimica N"?'t_“"t;“m del ~ rio dH”atatas' del
flavonoica fraccion Br. “berro”. Br. “berro” Flavonoides. officinale R. DIStI’.ItO e S.an‘ Juan

.. . t o Br. “berro”. Bautista, provincia de

ol | . Objetivos especificos presenta Clasificaci6n
aislada de las | flavonoica o ) o Indicador Huamanga.
hojas de sislada de las |¢ dentificar los act!yl?lad . Efectos farmacoldgicos Extracto de 50, | Muestra: 500 gramos de

) ) metabolitos secundarios antiintlamatori Inflamacién ’ ,
| h d
Na?t.u rtium hojas d? en el extracto a y Inflamacién aguda roor 250, 300V EE RS et R
officinale  R. | Nasturtium hidroalcohdli de | antioxidante in 1On agud 1000 pg/ml. Nasturtium  officinale R.
Br.  “berro” icinal R croaiconolico  de  ‘as ; Inflamacién cronica Extracto de 100, | Br. “berro”.

: - | officinale " R. | hoias  de  Nasturtium vitro. : . ool -
Ayacucho Br. “berro”? T ) N Ho- L Mediadores de la 200, 300 y 400 | Estandar: Hidrocortisona
5018 : ! offlcmale_R. Br. “berro”. 0: a inflamacién ug/ml 100 pg/ml

: . Cuar_mflcar los ;Iraccmr_\ FArmacos Variable Trolox 100, 200, 300 y 400
flavonoides totales a@gg;'ﬁl las antiinflamatorios dependiente: ug/ml
presentes en la fra_lcmon _ Antiinflamatorios o Actividad Métodos: ,
flavonoica de las hojas de hojas ~ de esteroideos antiinflamatoria | Estabilizacion de
Nasturtium officinale R. Nasturtium la membrana de

glébulos  rojos
humanos

Actividad secuestradora
del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH).
Anidlisis de datos:
ANOVA Y HSD Tukey
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