UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Efecto antiinflamatorio de los flavonoides aislados de las
hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”, en ratas

albinas. Ayacucho - 2020

TESIS PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE
QUIMICA FARMACEUTICA

Presentado por:

Bach. Lopez Alcarraz, Jhoszelne Salinova
Asesor:

Q.F. Tinco Jayo, Johnny Aldo

Ayacucho - Peru

2021



ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N2 207 -2021-FCSA-UNSCH-D

En la ciudad de Ayacucho siendo las ocho horas del dia doce de agosto del afio dos mil
veintiunos, se reunieron a través de la plataforma virtual Meet los docentes miembros
jurados de la Escuela Profesional de farmacia y Bioquimica, para el acto de sustentacion de
trabajo de tesis titulado “Efecto antiinflamatorio de los flavonoides aislados de las hojas de
Portulaca oleracea L. “verdolaga”, en ratas albinas. Ayacucho — 2020”. Presentado por la Bachiller:
Lépez Alcarraz, Jhoszelne Salinova, para optar el titulo profesional de: Quimico farmacéutico.
Miembros del Jurado de Sustentacion conformado por:

Presidente : Prof. Emilio Ramirez Roca (Por encargo de la decanatura)

Miembros : Prof. Maricela Lépez Sierralta

: Prof. Edgar Cardenas Landeo
: Prof. Edwin Enciso Roca

Asesor : Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo

Secretario Docente: Prof. Edward E. Barboza Palomino

Con el quorum de reglamento se inicié la sustentacion de tesis, el presidente de la

comision dio lectura a los documentos presentados por la recurrente, y da algunas

indicaciones a la sustentante.

Da inicio la exposicion la Bachiller: Lépez Alcarraz, Jhoszelne Salinova, una vez concluida

con la exposicién, la presidenta de la comision solicita a los miembros del jurado evaluador

realizar sus respectivas preguntas, dudas y o aclaraciones, iniciando el Prof. Edwin Enciso

Roca, continud la Prof. Maricel Lépez Sierralta y seguidamente el Prof. Edgar Cardenas

Landeo; finalmente el Prof. Emilio Ramirez Roca, inmediatamente se da pase al asesor de
tesis Profesor Johnny Aldo Tinco Jayo para que pueda aclarar algunas preguntas,

interrogantes o aclaraciones.

El presidente invita a la sustentante abandonar el espacio virtual para que puedan

proceder con la calificacion.
RESULTADO DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: Lépez Alcarraz, Jhoszelne Salinova

Nota de
NOMBRE DE JURADOS Moaee | emmate | respuestaa | promedio

preguntas
Profesor Emilio Ramirez Roca 16 14 15 15
Profesora Maricela Lépez Sierralta 16 17 15 16
Profesor Edgar Cardenas Landeo 16 16 16 16
Profesor Edwin Enciso Roca 17 16 16 16
Profesor Johnny Aldo Tinco Jayo 17 17 17 17
Promedio Final 16

De la evaluacién realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar a la Bachiller Jhoszeline Salinova LOPEZ ALCARRAZ que obtuvo la nota final
de dieciséis (16); para lo cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del presente,
siendo las once horas con cinco minutos se da por concluido el presente Acto Académico.



Firmado
digitalmente por
Mg. Maricela Lépez
; Slerralta
Fecha: 2021.08.12
10:02:08 -05'00°

Jurado 1
Prof. Maricela Lopez Sierralta

Firmado digitalmente
| por Dr. Johnny Aldo

L~ TINCOJAYO
J1! Fecha:2021.08.12
110:18:14 -05'00"
Jurado 4

Prof. Johnny A. Tinco Jayo

JONAL DE
A

SN Firmado digitalmente por
¥ CARDENAS LANDEO EDGAR

UNIVERSIDAD
CRISTORAT
Fecha: 2021.08.12 10:01:54

Mo O Bitgar-CardenaiTindzo 0500’

Jurado 2
Prof. Edgar Cardenas Landeo

Firmado
digitalmente por

ﬁ Dr. Emilio G.
/V a Ramirez Roca
Fecha: 2021.08.12
09:32:04 -05'00"
Prof. Emilio Ramirez Roca

Presidente
Prof. Emilo Ramirez Roca

Digitally signed by
Dr. Edwin Carlos
Enciso Roca

- Date: 2021.08.12
09:52:36 -05'00

Jurado 3
Prof. Edwin Enciso Roca

Secretario Docente
Prof. Edward Barboza Palomino

Ayacucho, 12 de agosto de 2021



Con mucho amor y respeto a mi familia,
en especial a mi madre Valentina por su
enorme sacrificio y apoyo incondicional

durante mi formacion profesional.

A mi hermana Naylé que siempre estuvo

cuando la necesité.

A mis compafieros y amigos con quienes

comparti buenos momentos.



AGRADECIMIENTOS
A Dios por darme la vida y guiarme, brindandome la oportunidad de estudiar.

A mi Alma Mater la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, fuente
de sabiduria y ensefianza, por brindarme la oportunidad de estudiar esta noble

profesién en sus aulas, pilar de mi futuro y cumplir la meta de ser profesional.

A la Facultad de Ciencias de la Salud y especialmente a los docentes de la
Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica, por su invalorable
apoyo académico y moral quienes me brindaron sus conocimientos y

contribuyeron en el aprendizaje y orientacion de mi formacién universitaria.

Mi especial reconocimiento a mi asesor Dr. Johnny Aldo Tinco Jayo de la
E.F.P. Farmacia y Bioquimica de la UNSCH, por sus valiosas orientaciones,
conocimientos y experiencias, que apoyaron incondicionalmente en la
culminacion del presente estudio para elevar mi nivel como profesional quimico

farmacéutica.

También agradezco a todos mis amigos y las personas que colaboraron de
cualquier manera en la ejecucién y culminacion del presente trabajo de

investigacion, muchas gracias de todo corazon.



INDICE GENERAL

Pagina
INDICE DE TABLAS ix
INDICE DE FIGURAS Xi
INDICE DE ANEXOS xiii
RESUMEN XV
I.  INTRODUCCION 1
ll.  MARCO TEORICO 3
2.1 Antecedentes 3
2.2 Aspectos botanicos de Portulaca oleracea L. “verdolaga” 5
2.3 Revision de parametros fisicoquimicos al extracto 9
2.4 Identificacion fitoquimica cualitativa de metabolitos secundarios por 9

tamizaje fitoquimico

2.5 Compuestos fendlicos 10
2.6 Metabolitos secundarios 16
2.7 Farmacologia de la inflamacion 17
2.8 Tipos de inflamacion 20
2.9 Método de edema plantar, inducido por carragenina en rata 22
2.10 Indometacina 22
. MATERIALES Y METODOS 27
3.1 Ubicacion del trabajo de investigacion 27
3.2 Materiales 27
3.3 Disefio metodolégico para la recoleccion de datos 28
3.4 Determinacion de la actividad antiinflamatoria 31
3.5 Disefio experimental 36
3.6 Analisis estadistico 37
IV. RESULTADOS 39
V. DISCUSION 47
VI. CONCLUSIONES 57
VIl. RECOMENDACIONES 59
VIIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 61
IX. ANEXOS 69

vii



Tabla 1.
Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

INDICE DE TABLAS

Clasificacion taxondmica de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
Disefio experimental de los tratamientos a distintas dosis, de
las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho —
2020.

Metabolitos secundarios presente en el extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho —
2020.

Caracteristicas de las reacciones quimicas en la fraccion del
acetato de etilo que contiene a los flavonoides de las hojas de
Portulaca oleracea L. “verdolaga”, Ayacucho — 2020.
Caracteristicas cromatogréficas de los flavonoides presente en
las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” y del estandar

de referencia. Ayacucho — 2020.

Pagina

36

40

41

42



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

iINDICE DE FIGURAS

Representacion de la estructura béasica de los flavonoides
(fenilbenzopirano).

Representacion de la estructura quimica de indometacina (2-
[1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il] acido
acético).

Variacién del volumen de inflamaciéon del edema plantar en
rata albina en funcion al tiempo por efecto de los diferentes
tratamientos de los flavonoides aislados de las hojas de
Portulaca oleracea L. “verdolaga” y del estandar de referencia.
Ayacucho — 2020.

Porcentaje de inflamacion en funcion de los diferentes
tratamientos de los flavonoides aislados de las hojas de
Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.
Porcentaje de eficacia antiinflamatoria (E.A.)) de los
tratamientos de los flavonoides aislados de las hojas de
Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.

Area bajo la curva (ABC) del volumen de inflamacion en
funcién del tiempo segun los tratamientos de los flavonoides
aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
Ayacucho — 2020.

Xi

Pagina
12

23

43

44

45

46



Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6.

Anexo 7.

Anexo 8.

Anexo 9.

Anexo 10.

Anexo 11.

Anexo 12.

Anexo 13.

Anexo 14.

INDICE DE ANEXOS

Certificado de identificacion botanica de Portulaca oleracea L.
“verdolaga”, Ayacucho — 2017.

Certificado del material biolégico. Ayacucho —2019.
Fotografia de la Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho
—2020.

Esquema de la recoleccion, identificacion, lavado y secado
de la muestra de la Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
Ayacucho — 2020.

Recoleccion y secado de las hojas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga”. Ayacucho — 2020.

Esquema de la obtencion del extracto hidroalcohdlico de la
Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.
Esquema de la técnica para la extraccion de flavonoides del
extracto etandlico de las hojas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga”. Ayacucho — 2020.

Esquema de la marcha fitoquimica del extracto etandlico al
80% de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
Ayacucho — 2020.

Metabolitos secundarios presentes en los extractos de las
hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.
Reconocimiento de metabolitos secundarios en el extracto
etandlico de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
Ayacucho — 2020.

Reconocimiento de metabolitos secundarios en la fraccion del
acetato de etilo aislado de las hojas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga”. Ayacucho — 2020.

Analisis cromatografico de los flavonoides (I) y la quercetina
(I en las cromatoplacas de las hojas de Portulaca oleracea
L. “verdolaga” presentes en la fraccion de acetato de etilo,
vistos en la lampara UV CAMAG a 254 nm y a 366 nm
respectivamente. Ayacucho — 2020.

Cromatografia en capa fina de los flavonoides aislados (1),
quercetina (Il), revelados con cloruro férrico al 5%. Ayacucho
—2020.

Cromatografia en capa fina: quercetina (I) y los flavonoides

aislados (1), revelados con shinoda. Ayacucho — 2020.

Xiii

Pagina
70

71
72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83



Anexo 15.

Anexo 16.

Anexo 17.

Anexo 18.

Anexo 19.

Anexo 20.

Anexo 21.
Anexo 22.

Anexo 23.

Anexo 24.

Distribucion de los grupos experimentales para la
determinacion del efecto antiinflamatorio de los flavonoides
aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” a
distintas dosis. Ayacucho — 2020.

Medicion del volumen de la pata inflamada con el equipo
Pletisnometro Digital LE 7500. Ayacucho — 2020.

Volumen promedio de infamacion en (mL) de la pata trasera
en la evaluacion del efecto antiinflamatorio de los flavonoides
aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” a
distintas dosis. Ayacucho — 2020.

Porcentaje de inflamacion de los flavonoides aislados de las
hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.
Resultado del andlisis de varianza de los valores del
porcentaje de inflamacién de los flavonoides aislados de las
hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” y el estandar
indometacina frente a la inflamacion producida por la
carragenina al 1%. Ayacucho — 2020.

Prueba de HSD de Tukey para el porcentaje de eficacia de
los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga” y el estandar (indometacina) frente a la
inflamacion producida por la carragenina. Ayacucho — 2020.
Vias de biosintesis de los eicosanoides.

Flujograma del proceso de extraccion de los flavonoides de
las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho —
2020.

Flujograma del efecto antinflamatorio de los flavonoides
aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
Ayacucho — 2020.

Matriz de consistencia del efecto antiinflamatorio de los
flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L.

“verdolaga”, en ratas albinas. Ayacucho — 2020.

Xiv

84

85

86

87

88

89

90
91

92

93



RESUMEN
Los procesos inflamatorios no controlados desencadenan diversas patologias,
convirtiéndose un problema de salud publica. En este sentido, el presente
trabajo tuvo como finalidad determinar la efectividad antiinflamatoria de los
flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. El estudio
se desarroll6 en los Laboratorios de Farmacognosia y Farmacologia de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioguimica, Facultad de Ciencias de la Salud
de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. La planta fue
recolectada en el valle de Muyurina, provincia de Huamanga. El extracto
hidroalcohélico se obtuvo por maceracion con etanol al 80%. En el tamizaje
fitoquimico se reporta la presencia de: alcaloides, cumarinas, auroras, quinonas,
catequinas, azUcares reductores, saponinas, taninos, fenoles, aminoacidos
libres, flavonoides y glucosidos cardiotonicos. Los flavonoides fueron aislados
mediante la técnica de extracciones sucesivas, obteniéndose 20 g. Para la
evaluacion del efecto antiinflamatorio se empled el método del edema plantar
con el carragenano, utlizando 40 ratas albinas machos, repartidos
aleatoriamente en 5 grupos, las patas inflamadas se midieron en el pletisnometro
digital. Los resultados se analizaron estadisticamente por el analisis de varianza
(ANOVA), mostrando que existen diferencias estadisticamente significativas del
95% (p<0,05) y la Prueba de Tukey confirmd6 que 100 mg/kg mostré un mejor
efecto y mayor eficiencia antiinflamatoria en (100%) mejor que la indometacina
(82,32%). En conclusion los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca
oleracea L. “verdolaga” tiene efecto antiinflamatorio y es una excelente opcién en

el tratamiento de las enfermedades inflamatorias.

Palabras clave: Portulaca oleracea L. “verdolaga”, flavonoides, antinflamatorio,

indometacina.
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l. INTRODUCION

El empleo de las plantas medicinales con fines terapéuticos se ha venido
utilizando desde la antigiiedad. Durante mucho tiempo los medios naturales,
sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso
terapéutico disponible. Este suceso hizo que se ahondara en el conocimiento de
las especies vegetales que poseen diversas propiedades medicinales y por ende
se ampliara la experiencia en el empleo de los productos que se extraigan a
partir de ellas, como una nueva alternativa de tratamiento. En la préactica
moderna, esto supone un segmento no controlado de la terapia farmacolégica,

por la posibilidad de los efectos terapéuticos de las plantas.!

Nuestra region posee una amplia y rica diversidad en flora. Es por ello que, como
profesionales de la salud, estamos en la obligacion de incrementar el estudio de
las especies vegetales para contribuir a su mejor aprovechamiento y beneficio

para la poblacién.?

Portulaca oleracea L. “verdolaga” ha sido investigada cientificamente, y se ha
comprobado que posee actividad antiinflamatoria segun Guzméan L y Ramirez J,
en el 2015. El efecto antiinflamatorio y analgésico del extracto etandlico de las
partes aéreas (hojas secas) de P. oleracea L., mostré actividad antiinflamatoria
muy significativa, y ademas comprobaron que esta planta inhibe la inflamacion
mediante mecanismos de bloqueo de los factores que participan en mecanismo

de inflamacion.?

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituidos por 15 &tomos de
carbono, distribuidos en el reino vegetal en mas de 2,000 especies de diversas
familias. Desempefian un rol significativo en la fisiologia vegetal, debido a que
reaccionan frente al estimulo de la luz y controlan los niveles de las auxinas

reguladoras del crecimiento y diferenciacion de las plantas.t



Los flavonoides compuestos que se encuentran en diferentes drganos vegetales
como frutos, hojas, flores y cortezas, representando un grupo importante con
mayor funcion farmacolégica, posee una elevada reactividad quimica, y se
manifiesta por poseer efectos sobre diferentes sistemas biolégicos. Muchas
propiedades farmacologicas se atribuyen a los flavonoides: antimicrobiano,
antiviral, diurético, antiespasmadico, cicatrizante y antiinflamatorio.!

Los AINEs son farmacos mas vendidos a nivel mundial, se estima que mas de

30 millones de personas en el mundo reciben algin AINE diariamente, 2 en

especial los adultos mayores y en menor porcentaje los deportistas.® Los AINEs

son recomendados en el primer peldafio de la escalera analgésica de la OMS.?

Sin embargo, estos medicamentos manifiestan efectos secundarios ampliamente

reportados, como: problemas cardiovasculares, renales, gastrointestinales y

otros, dependiendo de la via de administracion.®

El objetivo general de este estudio es demostrar experimentalmente el efecto

antiinflamatorio de los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L.

“verdolaga” a diferentes concentraciones empleando el modelo in vivo de edema

plantar inducido con carragenina en ratas albinas machos de la cepa Holtzman.

Los objetivos especificos trazados fueron:

e Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de
las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” mediante tamizaje
fitoquimico.

e Determinar la concentracibn con mayor efecto antiinflamatorio de los
flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” y
comparar con el estandar (indometacina).

e Determinar el porcentaje de eficacia antiinflamatoria de los flavonoides
aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” frente al estandar
(indometacina).

El presente trabajo de tesis es el resultado de trabajo metddico y cuidadoso,

desde el aislamiento de los flavonoides, evaluacion a través de ensayos

experimentales in vivo, aplicacion de modelo experimental de inflamacién
inducida por carragenina, hasta el andlisis de los datos obtenidos y su redaccion.

Esperamos que el presente trabajo de tesis contribuya al conocimiento de las

propiedades farmacoldgicas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”, que sirva de

referencia para otros estudios de mayor precision y sobre todo, sirva como

evidencia cientifica para estudios preclinicos.



Il.  MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes del estudio
Zainab J y Estabrag H, en el 2015 realizaron investigaciones en Iraq sobre el
aislamiento e identificacion de flavonoides bioactivos (genisteina, rutina) de
Portulaca oleracea L. cultivada en Irag, cuyo propésito de investigacion fue aislar
los flavonoides de Portulaca oleracea L. con la ayuda de la cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), y cromatografia preparativa en capa fina (TLC),
identificada por FT-IR, y medicion de punto de fusion (M.P). Obteniéndose la
isoflavona (genisteina) y el flavonol (rutina) pueden aislarse y purificarse de la
fuente natural fuentes como Portulaca oleracea L.*
Guzmén L, Garcia V, Cuesta O, Jaramillo C, et al, en el afio 2017 realizaron un
estudio en la Habana — Cuba. Plantearon por objetivo el evaluar la composicién
quimica de las partes aéreas de Portulaca oleracea (verdolaga) y comprobar la
actividad antiinflamatoria con el extracto etandlico. Obtuvieron como resultado
del tamizaje fitoquimico, que la planta contiene principios activos como los
alcaloides, fenoles y flavonoides. La actividad antiinflamatoria se mostré a dosis
de 500 mg/kg del extracto etandlico, muy semejante al control positivo
(Naproxeno sédico).®
Garcia A, en el 2015 en México, realiz6 un estudio que consistié en evaluar
mediante el tamizaje fitoquimico los metabolitos secundarios presentes en las
plantas de Portulaca oleracea L. y Achillea millefolium, y determinar sus
propiedades nutracéuticas. En el tamizaje fitoquimico dio positivo la presencia de
Alcaloides, flavonoides, azuUcares reductores, saponinas, taninos, cumarinas,
glicésidos cardiacos y esteroide. En la actividad antiinflamatoria se muestran que
la flor de Achillea millefolium presenté mayor porcentaje de inhibicion 64,61%,
mientras que la flor de Portulaca oleracea L. tuvo menor porcentaje 36,49% en

comparacion con el farmaco estandar (Indometacina).®



Santamaria L, en el 2011 realiz6 un estudio en Ecuador, cuyo objetivo fue
evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos etandlicos de las partes
aéreas de verdolaga (Portulaca oleracea), ensayadas en ratas (Rattus
novergicus) con el método del edema plantar inducido con carragenina. En el
extracto se evidencié mayor contenido de flavonoides, por ende se le atribuy6 la
actividad antiinflamatoria; en relacién a lo anterior, el extracto etanodlico de la
verdolaga a dosis de 350 y 500 mg/Kg exhibieron una mayor eficiencia
antiinflamatoria muy superior al farmaco de referencia (indometacina de 25
mg/kg).’

Guzman L y Ramirez J, en el 2015 en un estudio realizado en Ecuador,
desarrollaron una forma farmacéutica de tipo gel a partir del extracto etandlico al
95% de las partes aéreas (hojas, tallos y semillas) de la Portulaca oleracea
(verdolaga), con el fin de comprobar la actividad antiinflamatoria. El contenido
promedio de fenoles totales (TPC) de 0,673 mg/mL, contribuyé que se diera el
efecto antinflamatorio. Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria utilizé la
técnica de edema plantar inducido con la soluciéon de carragenina. El ensayo
preclinico del extracto etandlico al 95%, demostré poseer significativamente la
propiedad antiinflamatoria muy semejante al control positivo utilizado (naproxeno
so6dico).?

En el 2014, Reafo C, realiz6 una investigacion en la Universidad Nacional de
Trujillo — Perd; cuyo objetivo fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los
extractos de Aloysia triphylla “cedron”, Rosmarinus officinalis “romero”, Mentha
spicata “hierba buena”, Portulaca oleracea “verdolaga” y Taraxacum officinale
“‘diente de ledn”, sobre las bacterias Escherichia coli, Staphylococus aureus,
Salmonella enteritidis. DAnde determindé que los extractos etandlicos de las
especies Rosmarinus officinalis “romero”, Aloysia triphylla “cedrén” y Mentha
spicata “hierba buena” son activos a la concentracion de 10 mg/mL, y obtuvieron
una buena efectividad antibacteriana solamente al Staphylococus aureus.®
Coronado E, en el 2013 mediante el estudio realizado en la Universidad Nacional
de San Cristbbal de Huamanga, Ayacucho — Perd. Evalu6 la propiedad
antiinflamatoria y antioxidante atribuida a los compuestos fendlicos aislados de
las hojas de Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob “marmaquilla”.
Obteniendo buenos resultados en el que se demostré que la dosis de 400 mg/kg
de los compuestos fendlicos tuvo mayor actividad antiinflamatoria en un (9,53%),

comparacion entre las dosis evaluadas y similar efecto antiinflamatorio que el



estandar - diclofenaco en un (6,76%); y en la actividad antioxidante a la
concentracion de 100 ug/mL present6 una buena capacidad inhibitoria de los
radicales libres del DPPH en un (96,68%), comparable al &cido caféico (97,08%)

y el acido ascoérbico (95,51%).°

2.2 Aspectos botanicos de Portulaca oleracea L. “verdolaga”

2.2.1 Clasificacién taxondémica

La Tabla 1, muestra la clasificacion taxondmica segun el sistema de Cronquist.
A. 1988. (Anexo 1)

Tabla 1. Clasificacion taxondémica de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.

Categoria taxonémica Clasificacion
DIVISION . MAGNOLIOPHYTA
CLASE . MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE . CARYOPHYLLIDAE
ORDEN . CARYOPHYLALES
FAMILIA . PORTULACACEAE
GENERO . Portulaca

ESPECIE . Portulacaoleracea L.
N.V . “verdolaga”

Fuente: Constancia emitida por el Herbarium Huamanguensis de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga (2017)
(Anexo 1).

Sinonimias: Portulaca nitida Danin & H. G. Baker; Portulaca stellata Danin & H.
G. Baker.!® Portulaca marginata Kunth, Portulaca pusilla Kunth, Portulaca
consanguinea Schlechtendal; Portualaca intermedia Link & Schlechtendal.!
2.2.2 Nombres comunes

La “verdolaga” recibe diferentes nombres comunes que varian de acuerdo al
idioma, localidad o el pais.

Arabe: Rigla, Redjila, Rigla roomi, Ragl, Riglah, Rashaad, Hurfa, Baglet el-
hamga.l®

Inglés: Purslane, Garden purslain.1°

Espafiol: Verdolaga comun, beldroaga.!® Uadela.®

Quechua: Llutu lutu, Llutu yuyu.*?

Shipibo = conibo: Kapin.*?

2.2.3 Descripcion botanica del género Portulaca

La Portulaca oleracea L, “Verdolaga”, planta anual suculenta perteneciente a la
familia Portulacaceae, es un vegetal muy ramificado de crecimiento rastrero con
apariencia baja’®, con tallos carnosos de 5 — 50 cm Yy rojizos, que acumulan

grandes cantidades de agua.!* Las hojas simples y abundantes de pequefio



tamafio de 1 — 2 cm de color variable del verde al rojo, son sésiles, alternas u
opuestas, obovado — oblongas, de margen entero, apice obtuso, y con estipulas
setaceas en la base. Las flores hermafroditas son de color amarillo de 6 mm de
diametro aproximadamente, presentan bracteas y sépalos petaloides, son
sésiles y terminales, solitarias, pocas veces forman pequefios grupos de 3. El
céliz es conformado por 2 sépalos de 4 mm, la corola presenta 4 — 6 pétalos de
color amarillo que tornan a rojo, y son mas largos que los sépalos. El androceo
(6rgano reproductor masculino) esta formado por mas de 7 estambres, el gineceo
(analogo del androceo), muestra una posicion ovarica semiinfero a infero, con
una cavidad, y el estilo dividido en 2 — 8. La florescencia se da en mayo a
setiembre. El fruto maduro tiene un didmetro de 0,6 — 1 mm con forma de
capsula y es muy membranosa, se abre transversalmente y se libera numerosas
semillas muy pequefas subreniformes de color negro brillante. Las variantes de
las sub especies de la Portulaca dependen mucho de su ornamentacion.’

Esta suculenta es extremadamente resistente a las sequias, debido a que
presentan en sus tejidos grandes células de paredes delgadas, acumulando
gran cantidad de agua en el cortex o en la médula.” 4

2.2.4 Distribucion geografica

La verdolaga es una herbacea cosmopolita muy resistente a zonas aridas,
adaptandose a casi cualquier tipo de terreno.” Se distribuyen abundantemente
en terrenos sin cultivar, terraplenes, brechas de cemento del suelo, alrededor de
veredas, y muchas veces se le encuentran como maleza invadiendo terrenos
con cultivos.” En el Perl es cultivada en suelos ricos en materia organica como
en la costa, sierra y selva, hasta los 3,000 metros sobre el nivel del mar.*®

2.2.5 Habitad

Verdolaga especie cosmopolita destacada por su caracteristica fisiolégica y
morfoldgica, observandose favorablemente por soportar condiciones vulnerables
del medio ambiente y el clima, demostrandose ser una de las principales
descendencias en identificarse y descubrirse.

2.2.6 Composicion quimica de las hojas

La “verdolaga” es una planta resistente a la sequia y tolerante a la sal, la cual
contiene altas cantidades de &cidos grasos beneficiosos omega-3 y vitaminas
antioxidantes que hacen que se adapte facilmente a estas condiciones. Existen
varios estudios cientificos sobre la composicién quimica de la planta los cuales

se citan a continuacion.®



Segun Gusman L y Ramirez J, en el 2015, determiné que el agua es el principal
constituyente en la verdolaga en los tallos (media 90,5%) y hojas (media 91,8
%), el porcentaje de grasa variaba de 0,11% a 0,57%. Esta planta es muy rica en
acidos grasos poliinsaturados esenciales (PUEFA), ya que en un estudio se han
encontrado veinte y siete acidos grasos en las muestras de hojas, siendo el
acido linolénico el mas abundante, el cual varia desde 27,7 hasta 39,1%,
seguido por palmitico (19,3 a 24,3%) y acidos oleico (11,6-19,5%). Tanto el &cido
alfa-linolénico (LNA) y é&cido linoleico (LA), son esenciales para el crecimiento
normal humano, promocion de la salud y prevencion de enfermedades.®

También se detectaron cinco acidos organicos diferentes como son: fumarico,
aconitico, citrico, malico y oxalico. Siendo el acido oxalico (OA) y citrico los més
abundantes, mientras que el acido aconitico el mas bajo. EI OA cuando esta
presente en la dieta humana se puede combinar con minerales esenciales tales
como calcio y hierro, para formar sales insolubles conocidos como oxalatos y
dificultar su biodisponibilidad.®

En cuyo trabajo de investigacidn basado en sus antecedentes bibliogréaficos,
comprobaron el perfil de acidos grasos y p-caroteno, de un numero de
variedades australianas de verdolaga (Portulaca oleracea) los mismos que se
determinaron por GC y HPLC. El contenido de &cido graso total de masa fresca
en hojas oscilé de 1,5 a 2,5 mg/g, en tallos de 0,6 a 0,9 mg/g y en semillas de 80
a 170 mg/g. Acido a-linolénico (C18: 3w3) representaron alrededor de 60% y
40% del contenido total de acidos grasos en las hojas y semillas,
respectivamente. No se detectaron acidos grasos omega-3 de cadena larga. El
contenido de B-caroteno vari6 del 22 al 30 mg/kg de masa fresca en las hojas.?
Estos resultados indican que las variedades verdolaga australianos son una
fuente rica de acido a-linolénico y B-caroteno.?

Contiene muchos compuestos biolégicamente activos y es una fuente de
muchos nutrientes, alcaloides, cumarinas, flavonoides, glucésidos cardiacos,
antraquinona, proteinas, el acido a-linolénico y [B-caroteno, glicésido mono
terpenos, N-transferuloyltiramina, también vitamina C, oleorresinas-l y I,
saponinas, taninos, sacaridos, triterpenoides, a-tocoferol y glutation.®

Un método general basado en electroforesis capilar con deteccidén
electroquimica (CE-ED) fue desarrollado para la identificacién y determinacién

de cinco flavonoides (kaempferol, apigenina, miricetina, luteolina y quercetina) en



especies de plantas. El método CE-ED optimizado fue empleado para analizar
los flavonoides anteriores en diferentes partes del Portulaca oleracea L.

Del extracto de metanol de Portulaca oleracea, un nuevo glucésido
monoterpeno, portuloside A, ha sido aislado. La estructura de portuloside A fue
establecida por métodos espectroscopicos y luego confirmé que Full-size image
(<1 K) por sintesis de linalool (3S) — 3 — (3,7 — dimethylocta — 1,7 — dien — 6 -
onyl) — B - ¢ - glucopyranoside.®

Se encontro la presencia de cinco alcaloides, como son: oleraceins A, B, C, Dy
E que fueron aisladas de Portulaca oleracea L., y sus estructuras determinadas
por métodos espectroscopico, junto con otros constituyentes conocidos que
incluyen &cido p-cumarico, acido ferlico y adenosina.®

La elevada variedad de fitoconstituyentes en este vegetal se consideran los
responsables de las actividades biolégicas como antibacteriano, antifangico,
analgésico, antiinflamatorio, antifertilidad, relajante del musculo esquelético y
propiedad cicatrizante.®

2.2.7 Uso en la medicina tradicional

La Portulaca oleracea “verdolaga”, desde la antigliedad es empleada como
medicina alternativa por ser la principal herramienta en el uso terapéutico ** En la
medicina popular es utilizada como emoliente, antiespasmadico, purgante,
vermifugo, febrifugo, antiséptico, antiescorbuto, diurético, depurativo
recomendado en pacientes con obesidad, analgésico/antinflamatorio para aliviar
(dolores e inflamaciones) como en la inflamacion del sistema urinario, en caso de
conjuntivitis, calculos urinarios, gingivitis, estomatitis, fordnculos, abscesos,
reumatismo y boqueras. Sin embargo, los efectos terapéuticos que presenta esta
planta alin no son comprobados en muchos de estos casos.’

En la peninsula arabica, la verdolaga se corta usualmente en pequefos trozos
tanto hojas como semillas, se cocinan o se usan topicamente para afecciones en
la piel. El jugo de las hojas en compresa aplicadas sobre la sien alivia el exceso
de calor, las hojas en infusibn como diurético. Esta planta se ha estudiado
exhaustivamente en Nigeria y Escocia principalmente por su actividad como
relajante muscular. Por otro lado, la administracion intravenosa de 200 mg/kg de
verdolaga produce convulsiones en ratones por el alto contenido de potasio de
esta planta.'®

Por otra parte esta planta es utilizada como diurética, contra enfermedades de la

vejiga e higado y para calmar dolores renales, ademdas para la disenteria,



apendicitis, hemorroides y hemorragia pos parto. Tanto sus tallos como sus
hojas y flores son comestibles, puede consumirse fresca como ensalada o
cocinada como espinaca y presenta una alta capacidad antioxidante.’

Esta especie vegetal posee la capacidad refrescante, es muy util su aplicacién
en cataplasma para poder aliviar dolores de cabeza, antinflamatorio muy atil para
desinflamar diversas partes del cuerpo, alivio de las infecciones urinarias, y
muchas molestias mas. En uso interno, sirve para aliviar las afecciones
digestivas como el ardor de estomago, por otro lado es utilizado para reducir la
libido. La aplicacibn del zumo de esta planta es aludida como remedio

terapeutico.” 1

2.3 Revisién de parametros fisicoquimicos al extracto

La evaluacion de los parametros fisicoquimicos hacia el extracto, fueron

obtenidos mediante las siguientes determinaciones: ’

e Determinacién de las caracteristicas organolépticas (olor, color y sabor
(dulce, amargo, picante)).’

e Determinacién de la densidad relativa.’

e Determinacion del indice de refraccion.”

e Determinacion del ph.’

e Determinacion de los sélidos totales.”

2.4 ldentificacion fitoquimica cualitativa de metabolitos secundarios por
tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es considerara como la etapa

principal de toda investigacion fitoquimica, con la finalidad de determinar a los

principales grupos quimicos que se presentan en una planta de forma cualitativa

y a partir de ello facilita la orientacion en la extraccion y/o fraccionamiento de los

extractos para obtener grupos de mayor interés en el aislamiento. Esta

evaluacion fue realizada segun el procedimiento de Miranda y Cuellar®, el cual se

trata de un esquema general que utiliza la extraccién sucesiva con solventes de

polaridad creciente.®

2.4.1 Identificacion de flavonoides

e Ensayo de Shinoda: Permitir4 reconocer la presencia de flavonoides en un
extracto de un vegetal. Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se
diluirhd con 1 mL de acido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de

magnesio metalico. Después de la reaccion se esperara 5 minutos se



afiadira 1 mL de alcohol amilico se mezclaran las fases y se dejara reposar
hasta que se separe. Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se
producird de igual forma a partir de la adicion del HCL concentrado. El
ensayo se considerara positivo, cuando el alcohol amilico se coloreara de
amarillo, naranja carmelita o rojo; intensos en todos los casos.’

e Ensayo de hidroxido de sodio al 20%: Para la identificacion cualitativa de
los flavonoides se adicionaran 3 gotas de hidréxido de sodio, si se forma una
coloracién de amarillo a rojo, indica la presencia de xantonas y flavonas; de
café a naranja de flavonoles; de purpura a rojizo de chalconas y de azul de
antocianinas.®
Para la identificacion cualitativa de compuestos fendlicos se utilizara la
reacciéon con NaOH, la Norma Salvadorefa establece que la reaccién para
identificar compuestos fendlicos debe ser positiva para que el producto sea
aceptado. Las coloraciones para una reaccion positiva con NaOH, varia del
amarillo al anaranjado rojizo. En la reaccion con NaOH se produce la ruptura
del anillo C de un flavonoide el cual puede ser de una flavona o de una
flavanona, esta ruptura producird la formacion de una chalcona lo que se
evidenciara con una coloraciéon amarilla que puede variar en intensidad.8

2.4.2 Identificacion cualitativa por Cromatografia Capa Fina (CCF)

La Cromatografia Capa Fina (CCF) o también denominada Cromatografia Capa

Delgada (CCD) es una técnica simple y eficaz para la identificacion de

metabolitos, que tiene como fundamento la separacion de las moléculas que son

arrastradas por un eluyente mostrando distancias de corrimiento y colores
especificos para cada compuesto o que nos da una idea de lo que puede estar

presente en la muestra.®

2.5 Compuestos fendlicos

También llamados fenoles, referidos a un grupo de compuestos quimicos
organicos, cuyas estructuras moleculares contienen al menos un grupo fenol, un
anillo aromatico con uno o més sustituyentes hidroxilos, frecuentemente como
glucésidos. Relativamente polares, con tendencias a la solubilidad en agua, y
son detectados por presentar una coloracién (verde, purpura, azul o negro), esta
reaccién se da al agregar el cloruro férrico 1% (solucion acuosa al 1%). Debido a
la naturaleza aromatica de estos fenoles, presentan una mayor absorcion en la
region UV del espectro, siendo este método espectral especialmente importante

para su andlisis cuantitativo del fenol y respectiva identificaciéon.*®
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En estos ultimos afios se vinieron acumulando evidencias de los compuestos
fendlicos, que al ser adicionados de forma habitual en la dieta cotidiana podrian
traer implicaciones benéficas en la salud humana como la disminucion de
algunos tipos de cancer. Ademas estos compuestos fendlicos son utilizados en
el tratamiento de enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios y
problemas cardiovasculares ya que ejercen una actividad sobre el sistema
circulatorio, posibilita la mejora de la circulacion periférica, favorece la
movilizacién del lipido (colesterol) y reduce la fragilidad capilar.*®

2.5.1 Clasificacion de los compuestos fendélicos

Los polifenoles se pueden clasificarse de muchas maneras debido a su
diversidad estructural. Segun su estructura quimica tenemos dos grandes
grupos: %

2.5.1.1 No flavonoides

Entre ellos: Acidos fenoles, derivados del acido benzoico Ce-C; y derivados del
acido cinamico Cg-C3.2°

2.5.1.2 Los flavonoides (Ces-C3-Cs)

Son metabolitos secundarios formado por 15 atomos de carbono, su estructura
esta formada por dos grupos bencénicos y unidos entre si por una cadena de 3
carbonos y se ciclan a través de un oxigeno. Se clasifican por sus diversas
variaciones estructurales como: antocianos, isoflavonas, flavonas, flavononas,
flavanoles, flavanonoles, taninos condensados y lignanos.?®

Estos compuestos fendlicos son producto de la sintesis de la molécula
fenilalanina y tres de malonil-Co A. En el origen de los flavonoides, es controlada
por dos enzimas denominadas chalcona sintasa y chalcona flavonona
isomerasa. Quimicamente los flavonoides son compuestos con bajo peso
molecular y poseen una estructura en comun de difenilpiranos (Cs-C3-Cs), este
esqueleto base estdn compuestos por dos anillos de fenilo (A y B), y estas estan
ligadas por un anillo heterociclico C de pirano 2%

Los flavonoides que presentan mayor actividad antioxidante son la quercetina y
la catequina debido a sus propiedades estructurales. La quercetina esti
conformado por un grupo carbonilo en la posicion 4 y un grupo -OH en la
posicién 3 del anillo C, y la catequina posee un grupo -OH en la posicién 3 del
anillo C. Dichas estructuras son las responsables de ejercer la accion inhibitoria
hacia los radicales de hidroxilo y superdxido, ya que son los principales

inductores de la peroxidacion de los lipidos.?
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2.5.1.2.1 Estructura quimica del flavonoide

Todos los flavonoides son originados a partir de la ruta biosintética mixta
mediante la via del acido shikimico y policétidos. Son sintetizados a partir de las
flavononas que estas a su vez se derivaron de las chalconas provenientes de la
via fenilpropanoide. Su formacion es a partir de los aminoacidos aroméaticos de la
fenilalanina, tirosina y las unidades de acetato. °

Cuya estructura quimica contiene un nimero variable de grupos hidro-fenélicos,
como los quelantes del hierro y otros metales de transicion.

Los flavonoides son estructuras hidroxiladas en el anillo aromético, y por tanto
son estructuras polifendlicas. Poseen un grupo carbonilo en la posicién 4, y por
ende las variaciones se dan en las posiciones 1, 2 y 3 de la unidad Cs y en el

anillo B.1°

Figura 1. Representacibn de la estructura basica de los flavonoides
(fenilbenzopirano).®

2.5.1.2.2 Clasificacion y distribucién del flavonoide

Los flavonoides son clasificados por sus variaciones estructurales. Al realizar
una modificacion a nivel del esqueleto comun de los flavonoides por
glicosilacion, oxidacion, reduccion o alquilacion, el nudcleo fenilpropanoide
produce un escaso numero de estructuras basicas, del cual se da una diversa
gama de flavonoides como las flavanonas, flavonoles, flavonas, flavanoles,
antocianinas, flavanoles, isoflavonas, chalconas y neoflavonas. Los diversos
tipos de flavonoides difieren entre si, debido al nivel de oxidacion y sustitucion de
los grupos en el anillo C, mientras que los componentes individuales dentro de
una clase difieren en la sustitucién en los anillos Ay B.*°

Estos flavonoides a nivel de su estructura quimica presentan tres caracteristicas
fundamentales para que puedan cumplir su determinada funcién: 2

e Presencia del grupo catecol u o-dihidroxi en el anillo B.

e Presencia de un doble enlace en la posicion 2,3 de los Flavanos.
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e Presencia de un grupo —OH en la posiciébn 3 y 5, pertenecientes a las
Antocianidinas.

Los flavonoides se encuentran distribuidos ampliamente en todo el reino vegetal

(presente en mas de 2,000 especies de diversas familias), especialmente en las

angiospermas, sin embargo se han detectado algunos pocos entre hongos y

algas. Encontrdndose en diversas partes de las plantas, y en mayor cantidad en

las partes aéreas (hojas y tallos), muchas veces se les encuentra en forma libre
como agliconas flavonoides, glicésidos, y en la mayoria de las veces, como
sulfatos y raras veces como dimeros y/o polimeros. Los glicésidos se encuentran
en dos clases: como carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno

(enlace hemiacetal), es decir como O-glicésidos; o los carbohidratos ligados a

través de enlaces C-C, es decir como C- glicésidos. De todas estas formas

naturales, la mas comin de hallar es a los O-glicésidos. Las antocianinas se
encuentran como sales, principalmente en flores, frutos y tejidos con
coloraciones que van del rojo, violeta y hasta el azul.?

Raras veces se han encontrado los diversos tipos de flavonoides en un mismo

tejido vegetal, sin embargo en las raices de Lonchocarpus subglauscescens

(leguminosas) se encontraron varios metabolitos como las flavonas, flavonoles,

isoflavonas, rotenoides, chalconas y flavanoles.??

2.5.1.2.3 Propiedades

Los flavonoides solo se presentan en las plantas, aprovechando esta propiedad,

antiguamente usaron ciertas flores para tefiir la lana. En la industria alimentaria

es utilizado como preservante de las grasas y jugos. Algunos flavonoides como
la quercetina, que tiene la propiedad de ser antioxidante y es utilizado para la
prevencion del cancer por su alta capacidad secuestradora de radicales libre.

Estos flavonoides en la quimica analitica son utlizados para el analisis de

cationes por su carteristica de formar complejos colorados en presencia de los

metales.?*

a) Propiedad antioxidante: Los radicales libres y especies reactivas de
oxigeno son producidos durante el metabolismo normal del oxigeno o bien
son inducidos por factores exégenos, estas moléculas son un verdadero
riesgo potencial para las células y tejidos. Los flavonoides ejercen un efecto
protector debido a que forman parte del sistema de defensa antioxidante
exdgeno del organismo, estas defensas son adquiridas a través de la

ingesta alimenticia.®
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b)

d)

f)

Propiedades antiinflamatorias: Muchos de los flavonoides poseen la
accion antiinflamatoria, relacionado con la interaccion de diversas enzimas
implicadas en el metabolismo del acido araquidénico. Estudios in vitro,
demuestran que los flavonoides polihidroxilados actian de forma preferente
sobre la via 5-lipooxigenasa, sin embargo los menos hidroxilados actian
inhibiendo principalmente a la via ciclooxigenasa. Por otro lado estudios in
vivo, demuestran que se comportan como inhibidores duales. Esta diferencia
de comportamientos, no exclusiva de los flavonoides, se debe a la
biotransformacién que sufren en el organismo. Otros mecanismos e
intervenciones de los flavonoides implicados directamente en la accion
antiinflamatoria son:*°
e Laliberacion de histamina es inhibida por la histidina decarboxilasa.*®
e En el proceso inflamatorio los leucocitos son dirigidos por
quimiotactismo hacia el foco inflamatorio, en este proceso se da la
inhibicién de la migracion celular, donde son activados y van liberando a
los eicosanoides y diversos agentes proinflamatorios.*®
e Accion antirradicalaria (actia frente a los radicales libres que se
originaron en la inflamacion).*®
Propiedades anticancerigenas: Muchos flavonoides han demostrado ser
muy eficaces en el tratamiento del cancer, debido a que inhiben el
crecimiento celular de las células cancerosas. En unos estudios de la
apigenina y la quercetina, han demostrado ser muy beneficiosas contra el
cancer de higado.®
Propiedades cardiotdnicas: Posee un efecto tonico sobre el corazén,
potenciando la contraccién del masculo cardiaco y mejorando la circulacién
sanguinea, esta propiedad es atribuida principalmente al flavonoide
quercetina, y es producido en menor intensidad por otros flavonoides como
la genistteina y la luteolina. Estudios demuestran que los flavonoides
reducen el riesgo de enfermedades cardiacas.!®
Propiedades antitrombéticas: Impide la formacion de trombos en los
vasos sanguineos y mejora la circulacion sanguinea. Por la capacidad de
estos componentes es usado en la prevencion de muchas enfermedades
cardiovasculares.®
Proteccién del higado: Algunos flavonoides han demostrado disminuir la

probabilidad de contraer enfermedades en el higado. Estudios en
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9)

h)

)

k)

laboratorio, durante el tratamiento de hepatitis han demostrado que la
silimarina protege y regenera a los hepatocitos del higado. El uso
concomitante de la quercetina y la apigenina, demostraron ser muy
eficientes para eliminar ciertas dolencias digestivas relacionadas con el
higado, dando la sensaciéon de plenitud y mejoria contra los vémitos.1®
Proteccién del estdmago: Algunos flavonoides como la quercetina, rutina y
el kaempferol, tienen propiedades antiulcerosas por proteger la mucosa
gastrica.®

Antiinflamatorios y analgésicos: Para el tratamiento de ciertas
enfermedades como la artritis reumatoidea, se ha utilizado a la hesperidina
debido a que presenta propiedades antiinflamatorias y analgésicas. Los
taninos presentan propiedades astringentes, vasoconstrictoras vy
antiinflamatorias, pudiendo ser utlizado en el tratamiento de las
hemorroides.*®

Antimicrobianos: Los isoflavonoides, furanocumarinas y estilbenos son
metabolitos secundarios, demostraron poseer propiedades antibacterianas,
antivirales y antifingicas.®

Fragilidad capilar: El uso de los flavonoides mejoran la resistencia de los
capilares (vasos sanguineos), evitando su ruptura, muy adecuados para
prevenir un sangrado. En este campo los flavonoides que presentan mejores
resultados con son la hesperidina, rutina y la quercetina.®

Disminucion del colesterol: Los flavonoides presentan la capacidad de
disminuir la produccién del colesterol e inhibir la concentracion de los

triglicéridos en sangre.®

2.5.2 Acidos fenélicos

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

estos compuestos derivan del acido benzoico (anisaldehido, vainillina, acido

veratrico, acido anisico) y del &cido cinamico (caféico, ferdlico y sinaptico). Las

actividades mas importantes atribuidas a los acidos fendlicos es la actividad

antimicrobiana y antiinflamatoria.?® 2°

Los &cidos fendlicos tienen propiedades antisépticas urinarias, propiedades

antiinflamatorias de los derivados salicilicos. Inhiben la 5-lipooxigenasa de

granulocitos humanos, de ello resulta una inhibicion en la formacion de

hidroperéxidos y leucotrienos que podrian justificar el empleo en el tratamiento

de enfermedades inflamatorias o alérgicas.?® 26
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Los acidos fendlicos tienen gran importancia debido a su amplia actividad
biolégica como son: antioxidantes, antivirales, antitumorales, antifungicos,
antimutagénicos, hepatoprotectores, antiinflamatorias e inmuno estimulantes. La
actividad antioxidante de los acidos fendlicos denominados &cidos de serie
cinAmica son mas activos que los derivados del p-hidroxi del acido benzoico
debido a que poseen grupos OH y carbonilo no unidos directamente al anillo

bencénico.?® 26

2.6 Metabolitos secundarios

2.6.1 Taninos

Compuestos quimicos que no forman cristales, al unirse con el agua forman
soluciones coloidales de reaccion &cida; los taninos en solucién precipitan a las
proteinas y se combinan con ellas, haciéndolas resistentes a las enzimas
proteolitica; aplicados a los tejidos vivos, esta accion se conoce €OmMo
astringente, las plantas con taninos se utilizan frecuentemente como
antidiarreicas, tratamiento de heridas y quemaduras, favoreciendo la
cicatrizacién de la mismas.?’

Los taninos también tienen accion antiinflamatoria, lo que hace posible lo
siguiente: Protege de la piel lesionada de los irritantes, impide las exudaciones y
secreciones de la mucosa.?’

2.6.2 Flavonoides (Ce-C3-Cs)

Los flavonoides serie de metabolitos secundarios polifendélicos, son productos de
la ruta biosintética®® del acido fenilpropandico, que intervienen en la formacién de
los pigmentos de los vegetales, intervienen en la foto proteccion frente a la
radiacién ultravioleta, en las defensas durante la interaccién de la planta y el
agente patdgeno. Las diferentes especies que contienen a los flavonoides
poseen acciones farmacoldgicas muy variadas como: La .accion de la vitamina P
(factor antiescorbuto), antihemorragico, anti arritmicos, protectores de la pared
capilar o vascular, antiinflamatorios, anti radicales libres, antihepatotoxicos,
diuréticos y antirreumaticos, antiespasmodicos, antibacterianos, antiviral vy
antifingico.?’

2.6.3 Cumarinas

Compuestos quimicos distribuidos ampliamente en las plantas, encontrandose
principalmente en las familias Umbeliferae y Rutaceae, se disponen en todas las

partes de la planta desde la raiz hasta los frutos; estos metabolitos son los mas
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abundantes y que a menudo se presentan como mezclas glicésidas que estan
unidas a azUcares formando heterésidos, o en forma libre.?’

2.6.4 Triterpenos y esteroides

Los triterpenoides son terpenos compuestos por un esqueleto carbonado con
seis unidades de isopreno, derivan biogenéticamente del escualeno,
hidrocarburo aciclico con 30 atomos de carbonos. Estos triterpenos constan de
una estructura relativamente completa generalmente tetraciclicos o pentaciclicos
y pueden contener grupos hidroxilo como el grupo cetona o aldehido y écido
carboxilico. Muchos triterpenos se encuentran bajo la forma de glicésidos
formando las saponinas triterpenoides.?’

Los esteroides, biogenéticamente estan muy relacionados con los triterpenoides,
y con un esqueleto ciclico base al igual que los triterpenoides tetraciclicos, de
ciclopentano perhidrofenantreno, y son clasificados como esteroles (C270 mas) y
saponinas esteroidales (o sus ag|iconasapongeninas).?’

2.6.5 Saponinas

Las saponinas son glicosidos ditriterpenos y esteroles, son caracterizados por
presentar espumas y formar parte de las soluciones jabonosas, en algunos
extractos crudos de la planta se encuentran en abundancia y es usado como
detergente, las espumas estables es usado en el area de produccién para la

elaboracion de champus y otros productos cosméticos.?’

2.7 Farmacologia de la inflamacién

2.7.1 Concepto

La inflamacion es la respuesta defensiva del organismo, ejerce accién sobre el
agente irritante o infeccioso, se caracteriza por el movimiento de las células y
fluidos desde la sangre hacia los tejidos extravasculares, este proceso se da en
el lugar donde se inici6 el estimulo nocivo, bajo la influencia de factores
quimiotacticos producidos localmente. El objetivo principal de esta reaccion
vascular es eliminar los agentes y tejidos lesionados. Estas respuestas
inflamatorias estan formadas por plasma, células circulantes, vasos sanguineos
y algunos constituyentes celulares del tejido conectivo. Los neutrdfilos,
monocitos, eosindfilos, linfocitos, vasofilos y plaquetas, son incluidos en las
células circulantes. Los mastocitos son células del tejido conectivo que rodean a
los vasos sanguineos y a los fibroblastos.?

La inflamacion es la expresion de las alteraciones que se producen en respuesta

a una lesion o agresion hacia tejido, pudiéndose describir empleando palabras
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latinas originales: dolor, rubor, calor y tumor. Estos signos aparecen como
consecuencia de la alteracion local de los vasos sanguineos que conducen a
una vasodilatacién, dandose el aumento de la permeabilidad en la bascula
capilar y un aumento de la receptividad histica por los leucocitos, fenémeno que
dan lugar a un camulo de células inflamatorias en un lugar de la lesion. Los
leucocitos polimorfos nucleares, neutréfilos y los macréfagos son las principales
células que participan en una respuesta antiinflamatoria aguda. Asimismo se
produce un cumulo de linfocitos, baséfilos y eicosanoides, especialmente de
ciertos tipos de inflamacién. Las respuestas inflamatorias son producidas vy
controladas por una amplia gama de mediadores de la inflamacién, muchos de
ellos son derivados de los tejidos. Ejemplos claros de los mediadores
inflamatorios: histamina, cininas (bradicinina), neuropéptidos (sustancias P, es
un péptido relacionado con el gel de la calcitonina), citoninas y los metabolitos
del &cido araquidonico (eicosanoides).?’

En respuesta a los multiples estimulos agresivos, los eicosanoides son liberados
y contribuyen a los sintomas de la inflamacién en sus primeras dos fases: La
primera fase es la vasodilatacion aguda que se ve acompafiada de un
incremento en la permeabilidad e infiltracion de leucocitos y células fagociticas;
estas células a su vez son convenientemente estimuladas generando y liberando
mas eicosanoides. La segunda fase se da cuando los derivados de la via
ciclooxigenasa, fundamentalmente (prostaglandinas del tipo E y PG12)
favorecen la vasodilatacion prolongada y el aumento del flujo sanguineo en la
microcirculacion, y al mismo tiempo potencian la accion de otros mediadores,
como bradicinina y serotonina, que poseen la capacidad de incrementar la
permeabilidad vascular y activar las terminaciones nerviosas.?®

Los derivados de la via lipooxigenasa se forman y son liberados en neutréfilos,
eosindfilos y macréfagos convenientemente estimulados. El LTB4 ejerce una
poderosa actividad quimiotactica favoreciendo la concentracion de neutrofilos,
desgranulacion, agregacion y adherencia a las paredes de las vénulas y
capilares.?

2.7.2 Pasos del proceso inflamatorio

El proceso inflamatorio inicia al dilatarse los capilares, arteriolas locales, ese
proceso genera el exceso de flujo sanguineo local, ademas la vasodilatacion es
inducida por numerosos mediadores quimicos, que a su vez son producidos por

la célula del tejido circundante, como: La histamina, ciertas prostaglandinas
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(PGE2, PGIl,;, PGE,) y el factor activador de plaquetas. Otro fendmeno que
sucede es el incremento de la permeabilidad en las paredes de las vénulas
poscapilares locales, favoreciendo al paso de un volumen de liquido a los
espacios intersticiales. Ingresan grandes cantidades de agua, fibrindgeno,
inmunoglobulinas hacia el espacio intersticio. El ingreso de proteinas aumenta la
presidn oncoética, la salida del agua clinicamente provoca un edema
localizandose en el area donde se produjo la lesion, y el aumento de la
permeabilidad vascular es favorecido por la accion principal de la histamina y las

prostaglandinas PGE, y PGl;.2°

2.7.3 Mediadores de lainflamacion

Tenemos a los mediadores de inflamacion a la histamina, serotonina, cininas,
prostaglandina y leucotrienos.?

a. Histamina

Se encuentra ampliamente distribuida en los tejidos y abunda en los granulos de
las células cebadas presentes en el tejido conjuntivo adyacente de los vasos
sanguineos. También se observa a la histamina en los basofilos y plaguetas de
la sangre, y es liberada por degradacién de las células en respuesta a diversos
estimulos de la inflamacion (lesiones fisicas como frio y calor, y reacciones
inmunitarias que producen union y fijacion de anticuerpos). En el ser humano, la
histamina da lugar a una dilatacion a nivel de las arteriolas y un incremento de la
permeabilidad vascular de las vénulas; sin embargo se da una constriccion en
las arterias de mayor didmetro. La histamina es considerada como el inmediato
mediador en la fase de incremento de la permeabilidad vascular, produciéndose
la contraccion y ensanchamiento de las uniones entre células endoteliales de las
vénulas, actia sobre la microcirculaciébn principalmente a través de los
receptores Hi.?’

b. Serotonina (5-HT)

También conocida como 5 — hidroxitriptamina, es un autacoide que se forma en
el organismo a partir del aminoacido triptéfano y se deposita principalmente en
las plagquetas en donde es liberado durante el proceso inflamatoria. La
serotonina en la inflamacion también contribuye a la produccion de la
vasodilatacion y por ende aumenta la permeabilidad capilar. Generalmente las
drogas antiserotoninicas actidan muy poco como antiinflamatorio. También
contribuyen en la produccién de dolor inflamatorio (junto con la histamina).?’

c. Metabolismo de acido Araquiddénico: Prostaglandinas y Leucotrienos

19



El &cido araquidonico (AA) o también llamado eicosatetraenoico, es un &cido
graso poliinsaturado con 20 &tomos de carbono (acido 5, 8, 11, 14 -
eicosatetrainoico), procede directamente de la dieta o de la conversién a partir
del acido graso esencial, el acido linoléico. Se libera de los fosfolipidos por
activacion de la fosfolipasas celulares a través de estimulos mecanicos, quimico
y fisicos o por accién de otros mediadores.?’

La via de la ciclooxigenasa permite la generacién de prostaglandinas que
incluyen la PGE,, PGD,, PGF,, PGI; (prostaciclina) y tromboxano (TXA>), todas
estas se forman por accién de una enzima especifica. EIl TXA2 es un potente
agente de agregacion plaquetaria y vasoconstriccion que presenta poca
estabilidad y se convierte rapidamente en su forma inactiva TXB..2° El endotelio
vascular posee la prostaciclina sintetasa que da lugar a la formacion de
prostaciclina (PGl), este ultimo es un potente vasodilatador e inhibidor de la
agregacion plaquetaria.?”

Por la via de la lipooxigenasa, la enzima predominante en los neutréfilos es la 5-
lipooxigenasa. El principal producto es el — HETE, con capacidad quimiotactica
para neutrofilos, que es convertido en una familia de compuestos denominados
leucotrienos como LTBa4, potente agente quimiotactica que induce a la
agregacion de neutroéfilos, el LTC4, LTD4 y LTE4, producen una vasoconstriccién,

broncoespasmo y por ende se da el aumento de la permeabilidad vascular.?’

2.8 Tipos de inflamacion

e Inflamacién aguda: Es de duracion corta, se inicia muy rapidamente, se
caracteriza por el exudado de fluido plasmatico y se produce la acumulacién
de neutréfilos por el exudado de fluido plasmatico y se produce la
acumulaciéon de neutréfilos, hay vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad capilar.?°

¢ Inflamacién crénica: Se da cuando el estimulo inflamatorio es persistente y
ocasiona la destruccion del tejido o puede causar la pérdida de la funcion del
organo afectado. Lo mas comun en una inflamacion crénica es que el
infiltrado de las células inmunes esta compuesto por macréfagos, linfocitos y
células plasmaticas.?

e Inflamacion granulomatosa: Es una variedad especifica de inflamacion
cronica, se caracteriza por que el agente causal se digiere de manera
deficiente y no suelen controlarse con facilidad mediante otros mecanismos

antiinflamatorios. También se evidencia cimulos de macréfagos activados, a
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menudo con linfocitos T, y a veces se le encuentra asociada a necrosis
central. De manera tipica un granuloma es una lesion pequefia de 1 a 2mm,
donde existe una acumulacién de macréfagos circundados por linfocitos.
Estos macréfagos modificados se asemejan a las células epiteliales y
muchas veces lo denominan células epitelioides.?

2.8.1 Mecanismo de accion de la actividad antiinflamatoria
El efecto antiinflamatorio de los Aines se le atribuye por poseer la capacidad
inhibitoria a la ciclooxigenasa, enzima catalizadora de la sintesis de
prostaglandina, prostaciclina y tromboxano, la sintesis se da a partir del 4cido
araquidénico. Como se sabe, estos mecanismos es importante para la
produccién del efecto terapéutico y muchas manifestaciones adversas, sin
embargo no es el Unico mecanismo, ya que otros farmacos que tienen la misma
capacidad inhibitoria de la COX pero difieren de la potencia antiinflamatoria.?’

Otro del posible mecanismo involucrado en el efecto antiinflamatorio de los Aines

es la inhibicion del 6éxido nitrico, inhibicion en el proceso de migracion

leucocitaria, se da la disminucion en la produccion de leucotrienos e inhiben la
fosfodiesterasa, con la consecuente disminuciéon de C-AMP.?’

2.8.2 Clasificacion de antiinflamatorios no esteroideos (Aines)

Los antiinflamatorios son clasificados, segun las actividades que se ejerce sobre

las enzimas ciclooxigenasas (COX -1y COX —2), en: %

a. Inhibidores COX no especificos: Actian por igual sobre COX — 1y COX —
2, son considerados a la mayoria de los Aines clasicos como: Naproxeno,
ibuprofeno e indometacina.?”

b. Inhibidores especificos del COX — 1. Estos medicamentos inhiben la
actividad del COX — 1, de manera que no afecte de forma mensurable a la
actividad del COX — 2: EIl unico representante de este grupo es el &cido
acetil salicilico (aspirina), en dosis muy bajas inhiben la actividad del COX —
1 a nivel plaquetario.?”

c. Inhibidores preferenciales del COX - 2: Estos farmacos tienen mayor
actividad sobre el COX — 2, mas que en el COX — 1. En evaluaciones
bioquimicas, se requieren concentraciones de 2 a 100 veces mayores para
poder inhibir al COX — 1, a diferencia de las dosis requeridas para inhibir al
COX — 2. Entre estos es considerado al Meloxicam, por que posee una
considerable actividad inhibitoria del COX — 1, comparados con los nuevos

agentes COX — 2 selectivos.?’
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d. Inhibidores especificos del COX - 2: Estos farmacos en concentraciones
plasméticas y dentro del rango terapéutico, inhiben al COX — 2 pero més no
al COX - 1. En algunas evaluaciones bioquimicas se requieren
concentraciones mayores a 100 veces para inhibir al COX — 1 que las
requeridas para inhibir al COX — 2 (ANEXO 18).%

Los Aines engloban un amplio grupo de farmacos que se clasifican dentro de los

siguientes grupos: %

e Salicilatos: Acido acetilsalicilico (AAS), diflunisal, saicilato sddico,
acetilsalicilato de lisisna, trisalicilato de magnesio, sulfasalacina, etc.°

e Acidos propionicos: lbuprofeno, Naproxeno, fenaprofeno, ketoprofeno,
flurbprofeno, acido tioprofénico, etc.?

e Acidos acéticos: Indometacina, oximetacina, sulindaco, tolmitina;
ketorolaco, diclofenaco, aceclofeno, etodolaco, etc.?°

e Acidos antranilicos: Acidos mefenamico, meclofenamico, flufenamico,
etc.?0

e Oxicams: Piroxicam, Meloxicam, tenoxicam, pivoxicam, ampiroxicam, etc.?°

2.9 Método de edema plantar, inducido con carragenina en rata

Este método consiste en administrar por via subcutanea una pseudo solucién del
carragenano (carragenina), extraida de las algas marinas Chondrus crispus; al
ser aplicada a nivel de la aponeurosis plantar de la rata, provoca una reaccion de
indole inflamatorio agudo, en respuesta a dicha reaccién se produce la liberacion
de diversos autacoides como la histamina, serotonina, bradicinina y
prostaglandina, generando ademds diversos factores del complemento que
estan implicados en la amplificacion de la respuesta como edema, eritema y

dolor.”

2.10 Indometacina

2.10.1 Descripcion

La IM (2-[1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il] &cido acético), es un
medicamento del tipo antiinflamatorio no esteroideo (AINE), pertenece a la
familia de los derivados del &cido indolacético, su estructura quimica es
representada en la Figura 2. Es un polvo cristalino blanco amarillento
fotosensible a la luz, posee una baja solubilidad en agua (solubilidad = 0,937
mg/L) [96, 97] e hidrocarburos pero soluble en disolventes organicos como,
DMSO (solubilidad = 17,5 mg/mL) y EtOH (solubilidad = 20 mg/mL) [98]. En
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disolucion de EtOH presenta tres maximos con Amax @ 230, 260 y 319 nm. En
disolucion acuosa presenta dos maximos con Amax @ 265 nm y 320 nm [99] y un
pKa= 4,5 del acido carboxilico [100].%!

2.10.2 Quimica del farmaco

Es un derivado inddélico metilado, es un potente antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) no selectivo utilizado desde 1965.%°

El grupo carbonilo en la posicion 3 le confiere la acidez a la molécula y por ello le
da una mayor potenciacién antirreumatica, mientras que el grupo arilacilo en la
posicidn 1, el metoxilo en la posicion 5 y la presencia del halégeno en la posicién
para del grupo 1 - benzoilo, son en gran parte los responsables de su actividad
antiinflamatoria por que inhiben la produccion de las prostaglandinas, ya que
estos grupos formar puentes de hidrégeno que retardan su absorcion y
prolongan su efecto.*®

2.10.3 Estructura quimica

Cl
°x
N
CHg
OH

Figura 2. Representacion de la estructura quimica de Indometacina (2-[1-(4-
clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il] &cido acético).3!

2.10.4 Mecanismo de accion

La indometacina es un potente inhibidor de la via COX, con mayor afinidad al
COX - 1, inhibiendo la sintesis de prostaglandinas. La produccién de renina es
reducida por parte de las células yuxtaglomerulares, dando como resultado
efectos muy importantes sobre la presion arterial. Esta actividad antiinflamatoria
fue demostrada por primera vez en animales experimentales con el método del
edema sub plantar inducido con carragenina, con el fin de medir la capacidad
inhibitoria en la formacion de los granulomas.*®

2.10.5 Farmacocinéticay farmacodinamia
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La indometacina administrada por via oral presenta una buena biodisponibilidad,
sin embargo hay otra via de administracion y es usada con menor frecuencia, es
la via rectal, el farmaco bajo la forma de supositorio es absorbido por la mucosa
rectal. Una vez absorbida, el farmaco alcanza a las concentraciones maximas
entre 1 0 2 horas y se fusiona a las proteinas plasméaticas en un 90%. La
concentracion del farmaco en el liquido cefalorraquideo es minima, sin embargo
la concentracion en el liquido sinovial es igual al del plasma sanguineo, y es
expresado en cuestion de 5 horas después de su administracion.®

2.10.6 Principales indicaciones y posologia

Es indicado para el alivio del dolor en: Artritis reumatoide, osteoartritis, spondilitis

anquilosante, alteraciones musculo esqueléticas agudas (bursitis, tendinitis,

sinovitis, etc.), también es utilizado en procesos inflamatorios muy consecutivos,
intervenciones quirdrgicas, gota aguda, sintomas de la dismenorrea primaria.

Modo de administracion: Rectal: 50-100 mg/dia. Via oral: Administrar con

alimentos, leche o un antiacido. Formas no retard: recomendada: 50-200 mg/dia

(2-4 tomas). Procesos cronicos iniciar con 25 mg/8-12 h aumentar

progresivamente; max. 200 mg/dia. Gota aguda: 50 mg/8 h. Procesos agudos:

25 mg/6-8 h. Dismenorrea primaria: 25 mg/8 h. Formas retard: 75 mg/dia, max.

75 mg/12 h.*?

2.10.7 Contraindicaciones

La indometacina no se usa en pacientes con hipersensibilidad al producto; Ulcera

péptica duodenal activa o antecedentes de ulceracién gastrointestinal recurrente;

gestante; lactancia; nifios menores de 14 afos. Tampoco en pacientes con
proctitis (rectal).®?

2.10.7.1 Interacciones

e La concentracién plasmatica del Acido acetil salicilico (AAS) se encuentra
reducido por el uso frecuente o regular de la indometacina.*?

e Los niveles plasméticos de la indometacina es incrementado por el
probenecid y diflunisal.®?

e Los: RB-blogueantes, diuréticos tiazidicos, furosemida y el captopril, son
reducidos sus efectos hipotensores por la accion concomitante de la
indometacina.®

e La indometacina aumenta considerablemente los niveles sanguineos del
litio.32

2.10.7.2 Reacciones adversa
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La administracion de la indometacina a dosis terapéutica, los pacientes
presentan algunos sintomas como cefalea, mareos, aturdimiento, depresion,
vértigo y fatiga, nauseas, anorexia, vomitos, molestias epigastricas, dolor
abdominal, estrefiimiento, diarrea, ulceraciones en eséfago, duodeno e intestino
delgado, hemorragia gastrointestinal sin evidencia de Ulcera y aumento del dolor
abdominal en pacientes con colitis ulcerosa preexistente.>?

La INDOMETACINA administrada a pacientes con antecedentes de terapia
digitalica (Digoxina) puede prolongar la vida media de la digoxina, y ser
potenciando sus efectos adversos.*

Dermatolégicas: Podria producir prurito, urticaria, petequias y equimésis.
Raramente se podria producir una dermatitis exfoliativa, eritema nodoso,

alopecia, sindrome de Stevens-Johnson y sindrome de Lyell.*
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del trabajo de investigacion

El presente proyecto de investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de

Farmacologia y Farmacognosia, de la Escuela Profesional de Farmacia y

Biogquimica de la Facultad de Ciencias de la salud de la Universidad Nacional de

San Cristébal de Huamanga, durante los meses marzo a agosto del 2020.

3.2 Materiales

3.2.1 Poblacién: Hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”, que fueron
recolectadas en el valle de Muyurina a 12 Km de Huamanga, a una altitud
de 2,150 m.s.n.m.

3.2.2 Muestra: Cinco kilos de hojas secas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga”. Una parte de la planta recolectada se llevara para la
identificacion botanica por la Blga. Laura Aucasime Medina del Herbarium
Huamangenesis de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (Anexo 1), para su
respectiva identificacion y su clasificacion botanica.

3.2.3 Muestreo: El muestreo se realiz6 por conveniencia teniendo en cuenta el
buen estado de las hojas.

e Criterio de inclusion: Hojas en buen estado y sin estado de floracion.

e Criterio de exclusién: Hojas en mal estado y en estado de floracién.

3.2.4 Unidad de anélisis

Flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.

3.2.5 Unidad experimental

Las 40 ratas albinas machos de la cepa Holtzman en un buen estado de salud,

de 3 meses de edad y con pesos comprendidos entre 210 a 250 g de peso

corporal, *° adquiridos del laboratorio de evaluacién nutricional de alimentos de la

Universidad Nacional agraria La Molina de la ciudad de Lima, con un mes de

anticipacion para su acondicionamiento respectivo.
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3.2.5.1 Aclimatacion

Los animales de experimentacioén se aclimataron como minimo dos dias antes

del experimento en jaulas de metal llenos de viruta de madera; se mantuvieron

en condiciones estandares de iluminacion y temperatura con el fin de evitar el

efecto estrés, contaron con un alimento balanceado y con agua a libertad.

3.2.5.2 Pesaje y distribucion

Luego se pesaron, codificaron y luego fueron distribuidas al azar en 5 grupos

con 8 animales por grupo; teniendo en cuenta el siguiente disefio: Grupo I:

Carragenina al 1% (constituyé el grupo control y sirvié para realizar la curva de

carragenina), Grupo Il Indometacina (constituyé el grupo estandar, sirvié como

parametro de referencia o testigo para evaluar el efecto y la eficiencia

antiinflamatoria del farmaco, Grupo lll, IV y V: Muestra problema (constituyo el

grupo de las concentraciones del flavonoide aislado).

3.2.6 Farmaco de referencia

Indometacina 25 mg de Laboratorio IQ FARMA.

3.3 Disefio metodoldgico paralarecoleccion de datos

El tipo de investigacion fue Basico — Experimental.

3.3.1 Procedimiento paralarecoleccién de la muestra

3.3.1.1 Seleccion de la muestra

Para la recoleccion de la muestra o droga vegetal, se seleccion6 areas verdes

del valle de Muyurina situado a 12 Km de Huamanga. La recoleccion se realizé

durante los meses de febrero y marzo del afio 2020, en horas de la mafiana en

un clima templado. Una parte de esta planta se llevé para su respectiva

identificaciéon taxondémica, determindndose asi como Portulaca oleracea L.

“verdolaga”, certificada por el Herbarium Huamanguensis de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga

(2017) (Anexo 1).

3.3.1.2 Toma de muestra

e Se procedid a recolectar manualmente la planta completa con mejor
apariencia y follaje para luego seleccionar las partes aéreas (hojas) de
Portulaca oleracea L. “verdolaga”.?

e Luego se procedié a eliminar cualquier material extrafio, que pueda

contaminar y afectar la calidad de la droga vegetal.®
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3.3.1.3 Preparacion de la muestra
e La limpieza se la realizd6 mediante un enjuague con agua potable,
seguidamente se introdujo en la solucién de hipoclorito de sodio al 0,5% por
un periodo de 5 minutos y por Gltimo se enjuagd con agua destilada, de esta
manera se elimina cualquier tipo de microorganismo o0 sustancias
contaminantes.®
e Luego del lavado se colocaron sobre pliegos de papel filtro en los
desecadores al ambiente durante 12 horas.?
Luego se procedié a desojar las hojas, una vez ya deshojadas se llevaron a
desecacion en estufas diferentes a 40°c hasta tener una desecacion
completa.®
3.3.1.4 Molienda de la muestra
Se procedi6 a la reduccion de tamafio de particulas de las hojas secas de
Portulaca oleracea L. “verdolaga” haciendo uso de una licuadora marca Oster ®
hasta obtener particulas finas. Al evidenciarse aln particulas muy gruesas, estas
fueron separadas con un tamiz de 1 mm de trama para garantizar la
homogeneidad de la muestra en cada proceso experimental.3
3.3.2 Preparacion del extracto hidroalcohdlico al 80%
Se pesd aproximadamente 5 kilos de hojas secas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga”, en la balanza analitica, previamente las hojas fue pulverizada, luego
la muestra se vertié a un frasco de color ambar, seguidamente se le afiadio tres
litros de etanol al 80%. Para obtener una extraccion hidroalcohdlica homogénea
de la muestra se agitd el frasco peridodicamente por siete dias. Luego se paso a
filtrar y nuevamente se volvié a macerar la muestra con tres litros de etanol al
80% por otra semana (realizando una doble extraccién), * de esta manera se
logré optimizar el proceso de extraccion de los principios activos. Posteriormente
se filtr6 el extracto hidroalcohdlico por separado y luego se reunié los filtrados,
obteniendo asi a la solucién hidroalcohdlica total; seguidamente se procedi6 a
concentrar al extracto hidroalcohdlico a una presién y temperatura reducida en el
equipo evaporador rotatorio BUCHI 3000. * Una vez concentrado se procedi6 a
desecar la muestra hasta llegar a sequedad en la estufa a una temperatura no

mayor de 50°c.%®
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3.3.3 Identificacion de la composicién quimica cualitativa del extracto
Extracto hidroalcohdlico obtenido se utilizé para la identificacién cualitativa de los
metabolitos secundarios presentes en las hojas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga”, siguiendo el método de Miranda y Cuellar.®
3.3.3.1 Tamizaje fitoquimico: La identificacién preliminar de los compuestos
guimicos presente en la muestra, fue desarrollada mediante los
procedimientos establecidos para cada metabolito secundario.®
3.3.3.2 Pruebas de identificacién para el flavonoide en la fraccion del
extracto hidroalcohdlico
e Reaccién de Shinoda: A un tubo de ensayo se procedi6 a colocar 2 mL del
extracto hidroalcohdlico reconstituido con agua destilada, luego se le
adicion6 granallas de magnesio metalico y 0,3 mL de &acido clorhidrico
concentrado. Se dejé reposar por 10 minutos. La reaccion fue positiva dando
una coloracién rojiza.'®
* Reaccion del hidréxido de sodio al 20%: A un tubo de ensayo se procedié
colocar 1 mL del extracto, luego se adiciond 1 mL de la solucién de hidréxido
de sodio al 20%, la reaccién dio positivo dando una coloracién amarillo
palido.18
3.3.4 Técnica de extraccion de flavonoides
El extracto seco obtenido anteriormente fue suspendido en agua destilada, luego
se procedi6 a desengrasar con éter de petrdleo (con la finalidad de eliminar
grasas, ceras, pigmentos y otros metabolitos que puedan interferir con la
extraccion de los flavonoides). Luego se procedié a realizar una extraccion de
liquido — liquido con doscientos cincuenta mililitros de acetato de etilo utilizando
un embudo de separacion, se dejo reposar por un periodo de 24 h, finalmente
para poder recuperar la fracciébn de acetato de etilo, se procedié a evaporara
hasta llegar a sequedad.3® %
Una fraccidon de la muestra obtenida se concentrara con agua destilada para
efectuar el ensayo de identificacion de flavonoides.*®
3.3.5 Identificacién de los flavonoides presente en las hojas de Portulaca
oleracea L. “verdolaga”.
La reaccion de identificaciobn del metabolito secundario del extracto se realizd
mediante el ensayo de shinoda siguiendo los procedimientos propuestos por

Miranda.3® 40
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Los flavonoides se concentraron en la fraccion del acetato de etilo, el mismo que

se evidencioé con la prueba de Shinoda.!

3.3.5.1 Reaccion de Shinoda: De la fraccion del acetato de etilo, se separé
una minima cantidad hacia un tubo de ensayo en donde se agregd un
pequefio trozo de cinta de Mg, seguido por gotas de HCL concentrado;
en donde se observé una coloracién rojo ladrillo.? 4

3.3.5.2 Cromatografia en capa fina (CCF)

Sistema cromatografico: !

e Fase estacionaria: Es una placa cromatografica de 20 x 20 cm,

conteniendo silicagel G 254 (Merk).» 42

e Fase movil: Butanol: Acido acético: agua (4:1:5) mL.% 42

e Volumen de inyeccién: 20 uL.» 42

e Revelador: Luz ultravioleta, cloruro férrico.b 42

Se tomo una alicuota de la fraccién del acetato de etilo y se disolvio en 1 mL de

metanol, luego se procedié aplicar el sembrio de la muestra haciendo de un

capilar de vidrio comenzando por la parte inferior de la placa cromatogréafica

previamente activada (fase estacionaria), luego se coloco la placa de CCF en la

camara teniendo mucho cuidado de que el solvente butanol: acido acético: agua

(4:1:5) no sobrepase a la muestra aplicada y dejandose que el liquido ascienda

por capilaridad. Transcurrido el tiempo necesario del recorrido de la muestra se

procedi6 a sacar la placa cromatografica teniendo en cuenta que el solvente

llegue hasta los 2 cm de la parte superior de la placa, se dej6 secar la placa de

CCF al aire libre y se observé en la lampara UV CAMAG a 366 nm, *? finalmente

se reveld con cloruro férrico al 1%. Por otra parte la siembra de la fraccion de

acetato de etilo se realiz6 en bandas con el propésito de aislar los flavonoides,

estas bandas fueron recuperadas, disueltas en metanol y filtrado, los cuales se

evidencié en la luz ultravioleta.!

3.4 Determinacion de la actividad antiinflamatoria

La fraccion del acetato de etilo, se utilizd para determinar la actividad

antiinflamatoria.3

3.4.1 Meétodo del edema plantar inducida con carragenina

e Procedimiento: Antes del experimento, las 40 ratas estaban en ayunas por

24 horas, dejandolos solo con agua ad libittum, “® luego las ratas fueron

distribuidas de manera aleatoria en 5 grupos con 8 animales por grupo.
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Preparacion de la muestra: Se diluyé 2 g de los flavonoides aislados
totales en 100 mL de carboximetilcelulosa al 0.1%, obteniéndose una
concentracion al 2%.42

Preparacion de la suspension de carragenina: La suspension de
carragenina al 1% (Laboratorios SIGMA), fue preparado por disolucién de 1
g de carragenina en 100 mL de carboximetilcelulosa al 0,1%.42

Preparacion del farmaco de referencia (estandar): Se diluyé cinco
tabletas de indometacina (25 mg) de (Laboratorio IQ FARMA) en 50 mL de

solucién carboximetilcelulosa al 0,1%.”

3.4.2 Ensayo bioldgico: El manejo de los animales se realizé de acuerdo con

los principios éticos para el Uso de Animales (CIEA) de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia. El CIEA esta registrado en la OLWA (Office
of Laboratory Animal Welfare), con el cédigo A5146-01.%

También siguiendo a los lineamientos establecidos por Guide for the care and

use or laboratory animals del National Institute of Health y laley venezolana para

la Proteccion de la Fauna Domeéstica Libre y en Cautiverio.**

Procedimiento: Previo al experimento los animales experimentales estuvieron

en ayunas.

Las diferentes concentraciones del flavonoide aislado de las hojas de

Portulaca oleracea L. “verdolaga” fueron sometidos a la evaluacion del
efecto antiinflamatorio.

Los animales experimentales (ratas Holtzman) se dividieron utilizando el
disefio completamente aleatorizado, formando cinco grupos de ocho
repeticiones cada una.

Dichos grupos experimentales se marcaron con violeta de genciana en
sentido horario, de la siguiente manera: Grupo 1 marcado en la pata
superior derecha, Grupo 2 marcado en la pata inferior derecha, Grupo 3
marcado en el lomo, Grupo 4 marcado en la pata inferior izquierda y el
Grupo 5 marcado en la pata superior izquierda.

De cada grupo experimental se precedié a pesar individualmente a los
animales en experimentacién y se colocaron en jaulas individuales.

Luego se precedié depilar la pata posterior derecha de la rata, y luego se
marcd con plumén indeleble a la altura del tarso para facilitar la medicion del

volumen de la pata de la rata.
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e Luego se procedid a medir los volimenes normales de la pata inferior
derecha de las ratas de todos los grupos, haciendo uso del equipo
pletisnometro digital.

A las ratas del:

Grupo I: Se les administré Carboximetilcelulosa al 0,1% en un volumen de 1 mL
por via oral, empleando una jeringa de 3 mL adaptada a una sonda metalica con
previa lubricacién de la vaselina, transcurridos 30 minutos se procedid a la
administracion de 0,1 mL de la solucion carragenina al 0,1%, por via subcutanea

a nivel de la aponeurosis plantar de la pata posterior derecha de la rata.*®

Grupo II: Se les administré una dosis del agente antiinflamatorio indometacina
25 mg/kg en un volumen de 0,6 mL por via oral, empleando una jeringa de 3 mL
fue adaptada a una sonda metdlica con previa lubricacion de la vaselina,
transcurridos 30 minutos, se procedi6 a la administracion de 0,1 mL de la
solucién carragenina al 0,1%, por via subcutanea a nivel de la aponeurosis

plantar de la pata posterior derecha de la rata.*®

Grupo lll: Se les administr6 los Flavonoides aislados de las hojas de Portulaca
oleracea L., a concentracién de 50 mg/kg en un volumen de 0,4 mL por via oral,
empleando una jeringa de 3 mL adaptada a una sonda metalica con previa
lubricacion de la vaselina, transcurridos 30 minutos, se procedi6 a la
administracion de 0,1 mL de la solucién carragenina al 0,1 %, por via subcutanea

a nivel de la aponeurosis plantar de la pata posterior derecha de la rata.*®

Grupo IV: Se les administrd los Flavonoides aislados de las hojas de Portulaca
oleracea L. a concentracion de 100 mg/kg en un volumen de 0,8 mL por via oral,
empleando una jeringa de 3 mL adaptada a una sonda metalica con previa
lubricacibn de la vaselina, transcurridos 30 minutos se procedié a la
administracion de 0,1 mL de la solucién carragenina al 0,1%, por via subcutanea

a nivel de la aponeurosis plantar de la pata posterior derecha de la rata.*®

Grupo V: Se les administrd los Flavonoides aislados de las hojas de Portulaca
oleracea L., a concentracion de 200 mg/kg en un volumen de 1 mL por via oral,
empleando una jeringa de 3 mL adaptada a una sonda metalica con previa
lubricacion de la vaselina, transcurridos 30 minutos, se procedi6 a la
administracion de 0,1 mL de la solucién carragenina al 0,1%, por via subcutanea

a nivel de la aponeurosis plantar de la pata posterior derecha de la rata.*®
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Una hora después se realizé las mediciones sucesivas del volumen de
inflamacion de las patas durante 5 horas continuas con ayuda del Pletisnometro
Digital. La inflamacion se cuantific6 midiendo el volumen de inflamacién de las
patas alas 0, 1, 2, 3, 4 y 5 horas después de la inyeccion de la carragenina 1%.
La diferencia entre el volumen inicial (pata inferior derecha sin inyeccion de
carragenina) y el volumen final (misma pata inferior derecha con inyeccién de

carragenina) es una prueba fehaciente del grado de inflamacion.®

Célculo del porcentaje del volumen de inflamacion: Para el calculé del
porcentaje de inflamacion se utilizé la siguiente formula: 46
(Vt—="Vo)

% inflamacion = TxlOO

Donde:

Vt: Volumen de la pata inflamada en un tiempo “x”.46

Vo: Volumen de la pata normal (antes de la aplicacién de carragenina).*

Los datos que se obtuvieron de los lotes experimentales se expresaron como los

promedios y la media del error estandar.*®

Célculo del porcentaje de eficiencia antiinflamatoria: Para calcular el

porcentaje de inhibicién de la inflamacién se calcul6 la media de los incrementos

de volumen de cada lote para cada tiempo y se aplicé la siguiente férmula: 46
(AC/Co — AV/Vo)

EAY% = 100
% AC/Co x

Donde:

EA%: Eficiencia antiinflamatoria expresado en porcentaje, es la disminucién del
volumen de inflamacién expresado en forma de porcentaje, y se da para cada
momento de la observacion experimental.?’

AC/Co: Es el incremento del volumen del edema ocasionado por el blanco
(carragenina) en relacion al volumen inicial (Co) en mililitros, (Co: Medida del
volumen de la pata normal expresada en mL).?’

AV/Vo: Es el incremento estandarizado del volumen del edema producido por
carragenina, menguado por un agente antiinflamatorio, entonces todas las

mediciones son relativas, esto en un porcentaje.?’
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3.4.3 Técnicade medicién:

Se preparé el equipo Pletisnémetro Digital LE 7500 en una zona segura para
su ejecucion de la investigaacion.*’

Se enrazo la vasija volumétrica con la solucién de (NaCl al 0,2% mas 15
gotas de TRITON), esta solucion es para un litro de volumen final, con la
finalidad de evitar la tensién superficial.*’

Se procedié al encendido de la UNIDAD DE CONTROL (LE 7500), y se
observé que se encendid el LED HOLD y tras unos instantes el DISPLAY
gue quedé a 0,00.%’

Luego se gir6 la valvula para que entre la solucion en la VASIJA
VOLUMETRICA, hasta que la solucién haya llegado a la marca de la
VASIJA VOLUMETRICA.#

Luego se pulsé el botén ZERO para indicar el punto de partida (0O mililitros
de volumen).#’

Luego se retir6 el calibre de 1 mL de la VASIJA VOLUMETRICA y se puls6
el botén ZERO para indicar el nivel que equivale a volumen 0.#
Posteriormente se procedi6 a la calibracion el equipo introduciendo el calibre
de 3 mL y se pulso el boton CALIBRATION, el DISPLAY marcé 3.00.47

Se retird el calibre de la VASIJA VOLUMETRICA, el DISPLAY debe indicar
0,00.#

Estando el DISPLAY en 0,00 se introdujo la pata inflamada en la VASIJA
VOLUMETRICA hasta coincidir con la marca de la pata y la VASIJA
VOLUMETRICA.*

Luego se presiond el PEDAL para memorizar la lectura y enviarla al PC. La
lectura del DISPLAY quedo fija.*

Luego se volvi a presionar el PEDAL para liberar el DISPLAY. Si ha variado
el nivel de liquido debe fijarse el nivel cero de nuevo con el botéon ZERO.#
Para lograr mayor precisién se puede volver a calibrar el equipo al cabo de
un tiempo.#’

Una vez concluido con el procedimiento experimental, se procedié a apagar
la UNIDAD DE CONTROL, luego se procedi6 a vaciar la UNIDAD
SENSORA.#

Luego se retird el RECIPIENTE y se debe situarlo en una posicién inferior a
las vasijas, valvula para que las Vasijas se vacien en el RECIPIENTE, luego

se cerrd la vélvula de paso, y se retird la valvula de las vasijas, luego se
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vacio el RECIPIENTE a través de la vélvula en la botella que contenia la
solucién salina para su posteriores usos.*’

e Una vez vacios las Vasijas y el Recipiente, se retir6 el electrodo de platino y
se limpié cuidadosamente con agua destilada.*’

e Se dejo secar al aire el electrodo (nunca se debe secar con un pafio ya que
el electrodo se deforma facilmente y perderia su linealidad en las
medidas).*’

e Una vez seco, se situé el electrodo en su posicion inicial en la VASIJA
SENSORA.#

3.5 Disefio experimental

La determinacion del efecto antinflamatorio se realizd utilizando un disefio

completamente Randomizado con estimulo creciente.

El disefio Unicamente fue empleado con postprueba y grupo control. De forma

simbdlica y abreviada corresponde a: 8

RGn  Xn On

RG: — Oc

Dénde: *°

RG: Representa a los grupos experimentales organizados de forma aleatoria.

X: Es el tratamiento o estimulo experimental.

O: Es la observacion, y

—: Es la ausencia del estimulo.*® *°

Los ensayos se realizaron comparando 5 tratamientos de dosis (50 mg/kg, 100
mg/kg, 200 mg/kg, control 1% y 25 mg/kg del estandar). Cada tratamiento estuvo
constituido por 8 repeticiones para cada grupo, a las que se administraron las
dosis respectivas, el blanco (suero fisiolégico 0,9 %), estandar (indometacina 25
mg/kg) y control (carragenina al 1%).

Tabla 2: Disefio experimental de los tratamientos a distintas dosis, de las hojas
de Portulaca oleracea L. “verdolaga”, Ayacucho — 2020.2 3¢

Concentracién de los

Blanco Estandar )
flavonoides
. Indometacina 25 50 100 200
Grupos Carragenina 1 % ma/kg ma/kg ma/kg ma/kg
1 X
2 X
3 X
4 X
5 X
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Fuente: Elaboracion propia.

3.6 Andlisis estadistico

Para el analisis de la efectividad antiinflamatoria, los datos se presentaron
organizados en una matriz para calcular la media y la desviacion estandar,
asimismo los resultados se expresaron en forma de cuadros, graficos de
histogramas y barras de error, dichos resultados fueron evaluados
estadisticamente utilizando el paquete estadistico SPSS, versibn 22. La
diferencia significativa que existe entre los distintos tratamientos fueron
evaluados a través del modelo de Analisis de Varianza (ANOVA), y para poder
determinar las diferencias significativas entre los diferentes ensayos se trabajo
con un nivel de significancia estadistica del 95% (p<0,05) y la Prueba de HSD de

Tukey.
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V. RESULTADOS
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Tabla 3: Metabolitos secundarios presente en el extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.

Metabolltqs Ensayo Resultado Observacion
secundario
Dragendorff +
Alcaloides Mayer ++ Hay opalescencia
Wagner +++
Lactongs ylo Baljet ++ Precipitado pardo anaranjado
Cumarinas
. Coloracion roja tenue en la fase
Quinonas Borntrager + -
amilica
Catequinas Catequinas et Coloracién del halo (verde carmelita)
alaluz UV
Resinas Resinas . Pequefias particulas suspendidas en
el fondo
Azlcares Fehling " Precipitado color naranja
reductores Benedict ++ P :
Saponina Espumas et Espuma alca.nza 9 mm por 15
minutos
Taninos Cloruro férrico +++ Negro pardusco
Aminoécidos Ninhidrina +++ Precipitacion azul oscura
Flavonoides Shinoda +++ Color rojo ladrillo
L Estructuras - . -
+++
Antocianidinas C6-C3-Cb Coloracion naranja en la fase amilica
Cardendlidos Kedde + Coloracion violacea

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda:
Escasal/leve: (+)
Regular/moderada: (++)

Abundante/intensa: (+++)
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Tabla 4: Caracteristicas de las reacciones quimicas en la fraccion del acetato de
etilo que contiene a los flavonoides de las hojas de Portulaca oleracea L.

“verdolaga”, Ayacucho — 2020.

Metabolitos Ensayo Resultado Caracteristicas
Fenoles y Cloruro férrico .
; +++
taninos (Fecls 5%) Verde petroleo
Flavonoides Shinoda +++ Rojo ladrillo

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda:

(+) . Significa que se obtuvo una escasa intensidad en la reaccion.
(++) : Significa que se obtuvo una regular intensidad en la reaccion.
(+++) :  Significa que se obtuvo una alta intensidad en la reaccion.
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Tabla 5: Caracteristicas cromatograficas de los flavonoides presente en las
hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” y del estandar de referencia.
Ayacucho — 2020.

. Revelador
Fraccion - -
Fluorescencia UV FeCls Shinoda

Rosa fosforescente Verde Rojo oscuro
Naranja claro Marrén claro Rojo ladrillo
Celeste claro Marrén claro Rojo ladrillo
Verde Amarillo Rojo ladrillo

Acetato de etilo Azul Marrén claro Rojo ladrillo
Verde fluorescente Marron oscuro Rojo ladrillo
Mostaza Amarillo Rojo ladrillo
Marrén claro Naranja oscuro Rojo ladrillo
Amarillo Marrén claro Rojo ladrillo

* Quercetina Marrén oscuro Marrén muy oscuro  Rojo claro

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda:

(*) Significa que es el estandar de referencia.
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Figura 3. Variacion del volumen de inflamacién del edema plantar en rata albina
en funcion al tiempo por efecto de los diferentes tratamientos de los flavonoides
aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” y del estandar de

referencia. Ayacucho — 2020.
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Figura 4. Porcentaje de inflamacion en funcion de los diferentes tratamientos de
los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.

Ayacucho — 2020.
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Grafica 3: % E.A Vs Tratamientos
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Figura 5. Porcentaje de eficacia antiinflamatoria (E.A.) de los tratamientos de los
flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho
—2020.
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tiempo segun los tratamientos de los flavonoides aislados de las hojas de

Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.
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V.  DISCUSION

Con el presente trabajo de investigacion se demostré la efectividad
antiinflamatoria que poseen los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca
oleracea L. “verdolaga”, déonde se empleé una secuencia de solventes con
polaridades divergente.® La extraccion de los flavonoides estd ampliamente
descrito. Para la extraccién de los flavonoides totales se recurrié al método de
extraccion sucesiva de liquido a liquido, para eliminar a otros metabolitos sin
interés para este estudio. Para ello se utiliz6 el embudo de separacion, en el que
se utilizd diferentes solventes, para la extraccibn de todos los metabolitos
secundarios presentes en la planta, se utilizé el solvente etandélico al 80%, en la
segunda extraccion se utilizé el solvente éter de petrdleo con el fin de eliminar
algunas ceras, grasas, pigmentos, resinas y otros metabolitos secundarios que
no son de suma importancia para este tipo de investigacion, en la tercera
extraccion se utilizé el solvente acetato de etilo con prioridad extractiva de los
compuestos fendlicos, y por altimo se realiz6 el ensayo cromatografico preliminar
para confirmar la presencia de los flavonoides y ser comparado con la quercetina
Q.P, y fueron evidenciados a la luz ultravioleta a 254 nm y 366 nm observandose
manchas de color marrén oscuro y fucsia respectivamente. Posteriormente se
realiz6 el sembrio cromatografico en varias placas cromatograficas con la
finalidad de ser aislados los flavonoides, obteniéndose aproximadamente 20 g
de flavonoides totales.! Los resultados del tamizaje fitoquimico se desarrollaron
segun la técnica de Miranda y Cuellar *” y se plasmaron en la tabla 3 y anexo 9,
en el que se reportd la presencia de algunos metabolitos: Alcaloides, cumarinas,
auroras, quinonas, catequinas, resinas, azlUcares reductores, saponinas, taninos,
fenoles, aminoacidos libres, flavonoides y glucésidos cardiotonicos.*

Los flavonoides fueron confirmados con la prueba de Shinoda observandose una

coloracion rojo ladrillo intensa.
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Estos metabolitos también fueron reportados por Zainab J y Estabraq H, quienes
realizaron una investigacion en Iraq sobre el aislamiento e identificacion de
flavonoides bioactivos (genisteina, rutina) de Portulaca oleracea L. “verdolaga”,
lograron identificar a muchos componentes activos como: alcaloides, vitaminas y
minerales como (potasio, magnesio, omega 3, calcio y hierro), saponinas,
glucosidos  cardiacos, flavonoides (genisteina, rutina, quercetina),
especificamente a la isoflavona (genisteina) y el flavonol (rutina) con la ayuda de
la cromatografia liquida de alta performance (HPLC), y la cromatografia
preparativa en capa fina (TLC), identificadas por FT-IR y medicién de punto de
fusion (M.P).* Sin embargo en el estudio del aislamiento de los flavonoides de
Portulaca oleracea L. “verdolaga”, se realizé primeramente la extraccién de los
flavonoides por el método de extracciones sucesivas utilizando distintos
solventes por diferencia de polaridad, comprobandose la presencia de los
flavonoides en cada fase, el reconocimiento de los metabolitos secundarios, se
evidencid en la fraccion del acetato de etilo (Anexo 11), luego se usé la técnica
extractiva por cromatografia en capa fina, comprobandose la presencia de los
flavonoides, vistas a la luz UV — CAMAG a 254 nm y a 366 nm, corroboradas con
un estandar Quercetina (Q.P) y también con el reactivo cloruro feérrico.
Concluyendo que los flavonoides son responsables de muchas actividades
como: antioxidante, antiinflamatorio, antidiabético, antihelmintico, antibacteriano,
antiescorbutico, diurético y como analgésico en hemorroides y blanqueamiento.
La genisteina es un tipo isoflavonoide del grupo de flavonoides. Es un
fitoestrogeno que tiene propiedades moduladoras selectivas del receptor de
estrdgeno. La genisteina es eficaz para prevenir enfermedades crénicas como la
osteoporosis y el cancer relacionado con las hormonas debido a su accién
antitumoral, antimutagénicos y antifingico.*

En la investigacibn que lleva por titulo Composicion quimica y actividad
antiinflamatoria del extracto de las partes aéreas de la Portulaca oleracea
(verdolaga), realizada por Guzman L, Garcia V, Cuesta O, Jaramillo C, et al, en
sus resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico se evidenciaron metabolitos
secundarios como: alcaloides, flavonoides, catequinas, aminoacidos,
compuestos grasos, saponinas, taninos y azucares reductores, cuyos resultados
coinciden con los obtenidos mediante la investigacion realizada del efecto
antinflamatorio de los flavonoides aislados de Portulaca oleracea L. “verdolaga”

como la presencia de los alcaloides, cumarinas, auroras, quinonas, catequinas,
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resinas, azucares reductores, saponinas, taninos, fenoles, aminoacidos libres,
flavonoides y glucésidos cardioténicos, concluyendo que la especie presenta
diversos compuestos con un alto valor farmacologico. El extracto etandlico al
95% de las partes aéreas (hojas y tallos) de la Portulaca oleracea L. “verdolaga”
han demostrado tener la propiedad antiinflamatoria, al evaluar el extracto
etandlico a dosis de 500 mg/kg con referencia al grupo control, evidenciandose
una disminucion del volumen de inflamacién de las patas de las ratas, utilizaron
de estandar al naproxeno sédico.> Este estandar mostr6 mayor eficacia
terapéutica, el valor de (p=0,04) mostré la minima diferencia entre los distintos
tratamientos, el extracto a la concentracion de 500 mg/kg alcanzé un porcentaje
de similitud al farmaco estandar, sin embargo en la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria un grupo de las ratas sin tratamiento, se evidencié un incremento
de inflamacion con el transcurrir del tiempo, mientras que el grupo tratado con el
Naproxeno sodico se evidencio el proceso inflamatorio por un lapso de tiempo de
30 minutos, y en las préximas horas se evidencio un declive del volumen de
inflamacién. Tras este estudio se comprobd que el pico mas elevado de
inflamacién lo tienen el grupo experimental sometido a la carragenina, también
llamado grupo control que debido a la inflamacion de la patas de las ratas nos
brinda una curva de crecimiento exponencial conforme al tiempo transcurrido, sin
embargo el grupo tratado con el extracto etandlico de la Portulaca oleracea L., al
transcurrir el tiempo de 30 minutos, no se produjo la inflamacién, pero al cabo de
dos horas se observo un incremento del volumen de inflamacion, este proceso
inflamatorio conforme al tiempo progresivo se evidencio la disminucién del
volumen de inflamacién notoriamente.® Sin embargo en el presente estudio de la
evaluacion del antiinflamatorio de los flavonoides aislados obtenidas de las hojas
de Portulaca oleracea L. “verdolaga”, se indujo el edema plantar con carragenina
al 1%, y al cabo de media hora se observé el incremento de inflamacion de la
pata izquierda de la rata, evidencidndose claramente en los valores de
inflamacion con referencia a los volimenes iniciales sin exposicion a la
carragenina y dichos incrementos fueron comparados con los valores del
porcentajes de inhibicion de la inflamacién en los tiempos evaluados.® De otro
lado, en los resultados obtenidos por la investigacion del aislamiento de los
flavonoides de Portulaca oleracea L. “verdolaga” se pudo evidenciar que el grupo
control tuvo un mayor porcentaje de inflamacion de la carragenina en un 85% a

comparaciéon con los otros grupos tratados con el estandar que es la
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indometacina obteniendo un porcentaje de inflamacion menor al 10% y las
distintas concentraciones de flavonoides, sin embargo la efectividad es muy
similar a los tratamientos sometidos por dicha investigacién. En cuanto a los
flavonoides de concentraciones (50 y 100 mg/kg) presentaron un menor
porcentaje de inflamacion de 3 y 4% respectivamente, por lo cual se determiné el
porcentaje de efectividad de esas dos concentraciones en un 93,38 y 100% de
efectividad respectivamente, y se les asigné el potencial antiinflamatorio muy
similar frente al control positivo por inhibir al mecanismo de inflamacion,
concluyéndose asi que los flavonoides presente en la Portulaca oleracea L.
“verdolaga” tiene una efectividad inhibitoria de la inflamacion frente al inductor
inflamatorio que es a carragenina.®

En la investigacion realizada por Garcia A, evaluaron las propiedades
nutracéuticas que presenta la Portulaca oleracea L. y Achillea millefolium;
mediante el tamizaje fitoquimico identificaron algunos metabolitos secundarios
presentes en dichas especies como los: alcaloides, flavonoides, mucilagos,
resinas, azUcares reductores, taninos, cumarinas, catequinas, saponinas y
aminoacidos.® Estos metabolitos presentes en el extracto alcohdlico al 95%, se
obtuvieron por las propiedades que posee este solvente metandlico, ya que al
poseer una polaridad intermedia facilita la extraccion de los constituyentes
afines, solubilizando las sustancias activas como los flavonoides, sin embargo en
la investigacion realizada sobre el aislamiento de los flavonoides de la Portulaca
oleracea L “verdolaga”, se obtuvo a los flavonoides a partir del extracto etanodlico
al 80%, por ende se puede concluir que los extractos alcohdlicos desde los
grados de 75° hasta los 95° si pueden extraer a los distintos metabolitos
secundarios debido a la diferencia de polaridad; la capacidad antiinflamatoria se
atribuyé a la presencia de los flavonoides presentes en estas dos especies, para
ello se utilizé el método de la inflamacién aguda inducida por el agente flogistico
como la carragenina y fueron sometidos experimentalmente a dos extractos
como el Achillea millefolium y la Portulaca oleracea, presentando un mejor poder
antiinflamatorio por parte de Achillea millefolium a comparacioén de la Portulaca
oleracea, debido a que la Achillea millefolium muestra mayor concentracion de
fenoles en la hojas con 946,481 ug/mL, mientras que la Portulaca oleracea solo
obtuvo 335,370 ug/mL de fenoles totales en sus hojas. Por lo tanto la presencia
de estos flavonoides en los tallos y hojas de Portulaca oleracea tienen una

efectividad mayor a la indometacina, sin embargo las hojas y flores de Achillea
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millefolium muestran una mayor porcentaje de inhibicién antiinflamatoria frente a
la indometacina.® Dichos resultados de esa investigacién demuestran que los
distintos extractos que contienen a los flavonoides de Achillea millefolium vy
Portulaca oleracea tienen una gran efectividad antiinflamatoria al igual que los
resultados obtenidos en la investigacion de la extraccion de los flavonoides
aislados de Portulaca oleracea. L "verdolaga”, donde los flavonoides aislados
interfirieron en el mecanismo de inflamacién, al ser tratado con la indometacina
de 25 mg/kg inhibiendo la inflamacién en un 82,32%, y el flavonoide de 50 mg/kg
en un 93,38%, el flavonoide de 100 mg/kg en un 100%, a diferencia de la ultima
concentracion del flavonoide a dosis de 200 mg/kg tuvo un menor porcentaje de
inflamacién en un 45,47%, lo cual indica que a esa concentracion no posee
efecto antiinflamatorio, segun bibliografias para la aceptacion del porcentaje
inhibitorio de la inflamacion debe pasar la efectividad en un 50%, al no estar
dentro del margen de efectividad no se le atribuye dicha efectividad
antiinflamatoria. Las concentraciones de 50 y 100 mg/kg indican que los
flavonoides tienen una gran capacidad antiinflamatoria al ser comparadas con el
grupo control que recibid la carragenina un agente muy inflamatorio.®

Un estudio realizado por Santamaria L, realizé un ensayo experimental, donde
indujo un edema con carragenina, y cuyo objetivo fue evaluar la actividad
antiinflamatoria a partir del extracto etandlico de verdolaga (Portulaca oleracea)
probada en ratas (Rattus novergicus), en el proceso para la obtencion del
extracto etandlico, se bas6é en un principio de extraccion de metabolitos
secundarios en el que utilizé6 solventes de polaridad creciente como el éter de
petréleo y el agua, con la finalidad de extraerlos la mayor cantidad posible de los
metabolitos responsables de la actividad antiinflamatoria. Cabe destacar que el
ndamero de animales en experimentacion fueron 15 y se distribuy6 en 5 lotes de 3
ratas por cada concentracion, comprendidos entre machos y hembras, un
analisis bajo la literatura cientifica ha puesto en evidencia que el uso ineficiente
de la cantidad de animales experimentales conlleva a un disefio experimental
pobre, para evitar errores de los resultados en el analisis estadistico; sin
embargo en la investigacion sobre la efectividad antiinflamatoria de los
flavonoides aislados de Portulaca oleracea L. “verdolaga” se utilizd 48 ratas
machos para la investigacion, todos del mismo sexo para obtener una
homogeneidad en los resultados. La cantidad numerosa de los animales en

experimentacion se dio de manera randomizado para que la muestra sea mas
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representativa en la adquisicion de buenos resultados. En cuanto a los
resultados de la investigacion dada por Santamaria L, la indometacina de 25
mg/kg tuvo un porcentaje de inflamacion en un 10,56% muy similar a los
resultados obtenidos por la investigacion de los flavonoides aislados de la
Portulaca oleracea L. “verdolaga” que se tuvo el porcentaje de inflamaciéon en un
10%, sin embargo en dicha investigacion por Santamaria L, tuvo los porcentajes
de inflamacion mucho mayores con respecto a su estandar a las 7 horas
después de su administracion como la indometacina de concentracion 25 mg/kg
se obtuvo un 40,65% de inflamacién, el extracto hidroalcohélico de 250 mg/kg
presento un 72,8% de inflamacion, el extracto 350 mg/kg de concentracion tuvo
un 58,81% de inflamacién y la dltima concentracion del extracto de 500 mg/kg
tuvo un 41,3% de inflamacion, por ende se concluye que las dos distintas
concentraciones de extractos de 250 y 350 mg/kg de las artes aéreas de
(Portulaca oleracea) presentan menor actividad antiinflamatoria con respecto al
estandar, sin embargo la concentracion del extracto de 500 mg/kg si presenta
una igualdad muy cercana al estandar contando con un 41,3% de margen de
efectividad muy similar al del estandar; de otro lado, sin embargo en la
investigacion del aislamiento de los flavonoides de las hojas de Portualaca
oleracea L. “verdolaga” se obtuvo tres distintas concentraciones de 50, 100 y
200 mg/kg, de los cuales solo dos concentraciones el de 50 y 100 mg/kg
presentan buenos resultados evidenciados en la (Figura 5 - grafica de
histogramas), se observa la inhibicion del proceso inflamatorio, la representadas
por cada concentracion, donde se observa que la dosis de los flavonoides de 50
y de 100 mg/kg tienen un mayor porcentaje de efectividad a comparacién con la
investigacion que realizé Santamaria L, que fue la dosis de mayor concentracion
de 500 mg/kg el que presenté mayor efectividad. Mientras el grupo control
negativo recibi6 solamente carragenina para producir la inflamacién, debido a
ello el porcentaje de inflamacién es al 100% (muy elevado), en las proximas
horas el porcentaje de inflamaciébn se fueron incrementando de manera
significativa. Concluyendo que ninguno de los grupos tratados con las distintas
concentraciones de los flavonoides superé al grupo control negativo, ya que sus
valores fueron muy altos. El edema producido a los animales de experimentacion
sin la aplicaciéon de algun antinflamatorio, comenz6 a descender el volumen de la
inflamacién, aproximadamente a las 24 horas de haber aplicado la carragenina,

esto suceso se debe a que el sistema inmunitario regula el proceso inflamatorio.’
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En la investigacion sobre el disefio de una forma farmacéutica semisolida (gel), a
partir del extracto de las partes aéreas la Portulaca oleracea (verdolaga),
realizada por los autores Guzman L y Ramirez J, tuvieron por finalidad el
demostrar la actividad antiinflamatoria al evaluar a los metabolitos secundarios
mediante el tamizaje fitoquimico para establecer de manera cualitativa la
composicion de extracto, en el que obtuvo resultados positivos para la presencia
de alcaloides, flavonoides, catequinas, aminoacidos, compuestos grasos,
saponinas, taninos, azUcares reductores y antocianidinas. En cuanto la
cuantificacion de fenoles totales, el contenido promedio de fenoles es de 0,673
mg/mL. Por la presencia del metabolito (flavonoide), lo consign6é de propiedad
antiinflamatoria por inhibir la inflamacion a nivel de la aponeurosis plantar, asi lo
manifiestan Guzman L y Ramirez J, para la obtencion del gel a base de extracto
de partes aéreas de Portulaca oleracea, previamente realizaron el control de
calidad de la droga cruda y del extracto obtenido, mediante la cuantificacion de
metabolitos como flavonoides y fenoles e identificacion de compuestos, usando
una alta tecnologia como es espectrometro de masas UHPLC Thermo-Ultimate
3000. Mediante el analisis estadistico identificaron la formula ideal mediante una
serie de ensayos y control de calidad a cada producto. El gel elaborado a base
del extracto etandlico de las partes aéreas de Portulaca oleracea, al ser
comparado con los flavonoides aislados de la Portulaca oleracea presentan una
similitud en los resultados®, debido a la presencia de los flavonoides que fueron
obtenidos mediante técnicas extractivas, e identificadas cualitativamente por
cromatografia en capa delgada (CCD), es una técnica simpe y eficaz para la
identificacion de metabolitos, que tiene como fundamento la separacién de las
moléculas que son arrastradas por un eluyente mostrando distancias de corrido y
colores especificos para cada compuesto o que nos da una idea de lo que puede
estar presente en la muestra, y posteriormente fueron revelados con luz Ultra
violeta (UV) con una longitud de onda de 254 y 366 nm, evidenciandose asi los
flavonoides emitiendo una coloracion rojiza - fucsia al ser comparada con la
prueba de shinoda, por ende se relaciona la presencia de flavonoides con el
efecto antiinflamatorio. En el ensayo preclinico realizado al extracto etandlico y
ensayado en ratas, mostré tener un efecto antiinflamatorio similar al control
positivo (naproxeno sédico), ya que logré disminuir de manera evidente el
volumen de inflamacion de la pata izquierda del grupo experimental, en el

transcurso del tiempo luego de la inyeccion de la carragenina induciendo a la
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inflamacién. EI Naproxeno sodico y la formulacion en gel del extracto
hidroalcohdlico resultaron tener una similitud en la efectividad. Sin embargo en la
investigacion del aislamiento de los flavonoides de la Portulaca oleracea L.
“verdolaga” el grupo control positivo (indometacina de 25 mg/kg) en comparacion
con la concentracion del flavonoide de 200 mg/kg mostré un mejor efecto
antiinflamatorio, sin embargo las concentraciones de los flavonoides de 50 y 100
mg/kg tuvieron un mayor porcentaje de eficacia antiinflamatoria de 93,38% y
100% respectivamente, representados en la (Figura 5), de esta manera se logro
relacionar la presencia de flavonoides con la actividad antiinflamatoria por
inhibicién el volumen de la inflamacion, concluyendo que los flavonoides, son los
posibles responsables de la actividad antiinflamatoria.?

Segun Reafio C, refiere en su estudio , sobre la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de Aloysia triphylla “cedrén”, Rosmarinus officinalis
‘romero”, Mentha spicata “hierbabuena”, Portulaca oleracea L. “verdolaga” y
Taraxacum officinale “diente de ledn”, demostrd que la concentracion de
10mg/mL del extracto presento actividad antibacteriana frente a las cepas de
Staphylococcus aureus; Escherichia coli y Salmonela enteritidis, esta actividad
fue probada bajo la funcion inhibitoria al diametro del halo, determinandose que
solo las cepas de Aloysia triphylla “cedrén”, Rosmarinus officinalis “romero” y
Mentha spicata “hierbabuena”, tuvieron un efecto antibacteriano sobre la cepa
del Staphylococcus aureus; mas no sobre la cepa de Escherichia coli y
Salmonela enteritidis, en tanto el extracto de la Portulaca oleracea “verdolaga” y
Taraxacum officinale “diente de ledn”, no presentaron algun indicio de actividad
antibacteriana frente a los microorganismos en estudio, concluyéndose que los
extractos de Portulaca oleracea “verdolaga” no posee actividad antibacteriana,
sin embargo este resultado obtenido por Reafio C, no comprueba que la
Portulaca oleracea L. “verdolaga”, no posea otras actividades farmacologicas; ya
gue estudios recientes sobre el aislamiento de los flavonoides, demuestran que
la especie Portulaca oleracea L. “verdolaga”, posee el efecto antiinflamatorio
debido a la presencia de los flavonoides y que estos son evidenciadas y
plasmadas en el (Anexo 11y 13); el efecto antinflamatorio se da por inhibicion de
las prostaglandinas, es por ello que se le atribuye a los flavonoides, como los
responsables de la actividad antiinflamatoria, un andlisis de estos aspectos en la
literatura cientifica ha puesto en evidencia que el género Portulaca posee otras

propiedades farmacoldgicas como antioxidantes, captacion de radicales libres 24,
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cardioténicas, antitromboticas, proteccion del higado, antiulceroso, fragilidad
capilar y disminucién del colesterol 6, en cuanto a los resultados obtenidos por la
investigacion del aislamientos de los flavonoides de las hojas de Portulaca
oleracea L. “verdolaga”, se observa que el de mayor efecto antiinflamatorio lo
presenta el flavonoide a dosis de 100 mg/kg, seguido esta el flavonoide a dosis
de 50 mg/kg, presentando porcentajes de eficacia en un 100% y 9,384 %
respectivamente. Para la carragenina el porcentaje de inflamacion de acuerdo al
método empleado se encontré un incremento progresivo hasta la quinta hora de
ser administrada la carragenina produciendo a las 5 horas un porcentaje de
inflamaciéon mas elevado de 85%.8

En un estudio realizado por Coronado E, reportd la presencia de algunos
metabolitos secundarios en el extracto etandlico de Ageratina sternbergiana,
como azucares reductores, catequinas, cumarinas, flavonoides, fenoles, taninos
y triterpenos y/o esteroides; atribuyéndole la actividad antiinflamatoria vy
antioxidante a los compuestos fendlicos que fueron aislados de las hojas de
Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob “marmaquilla”, este estudio permitio
conocer a los compuestos fendlicos presentes en esta planta al cual se le
atribuye un alto valor farmacoldgico, este estudio es concordante con el presente
trabajo de investigacion en la obtencién de los metabolitos secundarios de los
flavonoides aislados de la Portulaca oleracea L. “verdolaga”, plasmada en la
(tabla 5), al ser evidenciadas con la prueba del cloruro férrico al 5%, se observd
una reaccién quimica de coloracién verde negruzca, confirmando la presencia de
grupos fendlicos en abundante concentracion, dado que todas las reacciones
mediante el tamizaje fitoquimico dieron positivas, se le atribuyé la propiedad
antiinflamatoria por la presencia del metabolito secundario (flavonoide) en las
hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. En la determinacion de la actividad
antiinflamatoria de las hojas de Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob
‘marmaquilla”, Coronado B, utiliz6 el método del edema plantar inducido con
carragenina, donde obtuvo un mayor beneficio antinflamatorio con el extracto
etandlico a dosis de 400 mg/kg con un porcentaje antiinflamatorio en un 96,48%,
comparado con el estandar (diclofenaco), sin embargo con el estudio del
aislamiento de los flavonoides de la Portulaca oleracea L. “verdolaga”, a dosis de
50 y 100 mg/kg se obtuvo un mayor porcentaje de eficacia en un 93,38% y 100%
respectivamente que al ser comparado estadisticamente con el estandar

(indometacina de 25 mg/kg) presenta un 82,32% de eficacia antiinflamatoria muy
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optima. Del analisis estadistico, (Gréfica 3 y anexo 20), se demuestra que existe
una diferencia significativa en los diferentes tratamientos, evidencidndose de
esta manera que el efecto antiinflamatorio existe en los grupos que recibieron las
concentraciones de los flavonoides respecto al control y en la prueba HDS de
Tukey (Anexo 20), sin embargo las dos concentraciones flavonica de 50 y 100
mg/kg estadisticamente poseen el mismo comportamiento farmacoldgico,
demostrando su efectividad antiinflamatoria. En el (Anexo 20), se puede
visualizar en la tabla del area bajo la curva, las medias para los grupo en los sub
conjuntos homogéneos, en el que utiliza el tamafio de la muestra de la media
armodnica = 8,000, por ello se observa que existe cierta similitud en el AUC entre
el grupo del Flavonoide de 50 mg/kg comparado con el estdndar (indometacina
de 25 mg/kg), flavonoide de 100 mg/kg comparado con el estandar

(indometacina de 25 mg/kg), con un intervalo de confianza del 95%.°
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VI. CONCLUSIONES
Los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”,
presentaron un efecto antiinflamatorio empleando el modelo in vivo del
edema plantar inducido con carragenina en ratas albinas machos de la cepa
Holtzman.
Los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las hojas
de Portulaca oleracea L. “verdolaga” son: Alcaloides, cumarinas, auroras,
guinonas, catequinas, resinas, azucares reductores, saponinas, taninos,
fenoles, aminoécidos libres, flavonoides y glucésidos cardiotonicos.
Los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” a
las concentraciones de 50 y 100 mg/kg muestran un mayor efecto
antiinflamatorio muy similar al estandar indometacina 25 mg/kg.
Los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” a
las concentraciones de 50 mg/kg (93,38%) y 100 mg/kg (100%) muestran un
mayor porcentaje de eficacia antiinflamatoria en comparaciéon al estandar
indometacina 25 mg/kg (82,32%).
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VIL. RECOMENDACIONES
Proseguir con estudios de extraccion de flavonoides de Portulaca oleracea
L. “verdolaga” empleando diferentes técnicas extractivas donde se evallen
mdltiples variables de respuesta.
Se recomienda para las proximas investigaciones realizar estudios
espectroscopicos para elucidar las estructuras moleculares de los
flavonoides de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
Desarrollar formas farmacéuticas a partir de los flavonoides aislados de las
hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” tratando de potenciar su actividad
antiinflamatoria.
Difundir el estudio de las propiedades de esta planta Portulaca oleracea L.
“verdolaga”, para que la poblacion peruana tome conciencia de sus
beneficios y asi darle un valor en su uso y conservacion.
Realizar estudios de los residuos desechados, ya que estas no tienen
aplicabilidad a nivel nacional; sin embargo podrian contener algunos

compuestos bioactivos con diversas propiedades.
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ANEXO 1: Certificado de identificacion botanica de Portulaca oleracea
“verdolaga”, Ayacucho — 2017.

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioguimica Srta. Jhoszelne Salinova, LOPEZ
ALCARRAZ, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

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

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE
ORDEN J CARYOPHYLLALES
FAMILIA ; PORTULACACEAE
GENERO ; Purtulaca

ESPECIE : Portulaca oleracea L.
N.V. : “verdolaga”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 8 de Setiembre del 2 017.
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ANEXO 2: Certificado del material biolégico. Ayacucho — 2019.

RUC: 20101259012
FD A BOLETA DE VENTA ELECTRONICA

FI'NDACION PARA E1. DESARROLLO AGRARIO B213- 00001313

Jr. Camilo Carrillo N* 325 -Jests Maria - Lima - Lima

Punto de emision : Av. La Molina s/n La Molina - Lima - Lima

Pagina Web: www.fdaweb.com

Fecha : 1211012019

Identificacién: DOC. NACIONAL DE IDENTIDAD

N° Identificacién: 43163269

Nombre: JHOSZELNE SALINOVA LOPEZ ALCARRAZ

Direccion: DEPARTAMENTO DE AYACUCHO * PROVINCIA HUAMANGA

! DESCRIPCION UND. | CANTIDAD | PRECIO UNIT. IMPORTE

RATAS ALBINAS MACHOS (+2 MESES) iU 40.00 18.00 720.00
CEPA HOLTZMAN

SON: TRESCIENTOS SETENTA Y CINCO Y 00/100 SOLES

TOTAL TOTAL EX TOTAL DSCTO, VALOR VENTA IMPUESTO 1sC IMPORTE TOTAL

5/610.20 5/0.00 $£0.00 $1610.20 $1109.8 $10.00 $1720.00

Autorizado mediante resolucion N* 0320050000873 /SUNAT

IPTYveVPIpd TMaD7RP3fepdmNDQ  Puede descargar su comprobante desde el sitio: http://consulta.fdaweb.com.pe
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ANEXO 3: Fotografia de la Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.

Al
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ANEXO 4: Esquema de la recoleccién, identificacion, lavado y secado de la
muestra de la Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.

[ Muestra: Portulaca oleracea L. “verdolaga” ]

!

[ Recoleccién de la muestra ]

|
{ !

Identificacion Lavado y desinfeccién con

botanica hipoclorito de sodio al 0,5%

|

Secado a temperatura

ambiente

!

[ Reduccién de tamafo ]

!

[ Extracciéon hidroalcoholica ]

!
| ! !

Identificacion Evaluacién de [ Estudio farmacoldgico

fisicoquimica los parametros

fisicoquimicos

Actividad

antiinflamatoria
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ANEXO 5: Recoleccion y secado de las hojas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga”. Ayacucho — 2020.

MP: Hojas |
frescas de

MP: Hojas
secas de
& “verdolaga” @&
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ANEXO 6: Esquema de la obtencion del extracto hidroalcohdlico de la hojas de

la Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.

[ 5 k de hojas secas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” ]

Maceracién por 7 dias
con 3 L de EtOH 80%

v

[ Residuo o “marco” ] \i,

[ Solucién hidroalcohdlica 1 ]

Maceracion por 7 dias
con 3 L de EtOH 80%

\ 4
[ Solucién hidroalcohdlica 2 ]

v

1+2

[ Solucién hidroalcohdlica total ]

[ Concentracion ]

v

[ Extracto etanolico ]
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ANEXO 7: Esquema de la técnica extractiva de los flavonoides del extracto

etandlico de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.

[ Extracto etandlico ]

l Suspensién en agua
destilada y

e Prueba de solubilidad

e Marcha fitoquimica desengrasado con Eter

[ Fraccion etérea ] [ Fraccion desengrasada ]

Extraccion Acetato
de Etilo

\ 4
\ 4 =
[ ) ] Fraccion Acetato de
Fraccién acuosa
Etilo
Actividad

antiinflamatoria
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ANEXO 8: Esquema de la marcha fitoquimica del extracto etandlico al 80% de

las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.

[ Extracto alcohdlico ]

v

[ Dividir en fracciones de 2 mL c/u

—

v

-~ ™
1mL
—> ENSAYO DE CATEQUINAS
- J
e N
2 mL
ENSAYO DE RESINAS
N J
e N
2mL
— ENSAYO DE FEHILNG
(Ac. Reductores)
- J
4 N\
2 mL
— ENSAYO DE BALJET
L
9 (Lactonas) )
4 2mL A
ENSAYO DE LIEBERMANN —
E BUCHARD
(Triterpenos - Esteroides)
- %
-~ R
2 mL
— ENSAYO DE ESPUMA
9 (Saponinas) )
4 N
2 mL
—_— ENSAYO DE ClsFe
(Fenoles y Taninos) )
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2mL
ENSAYO DE NINHIDRINA

(Aminoéacidos)

2 mL
ENSAYO DE BORNTRAGER

(Quinonas)

2 mL
ENSAYO DE SHINODA

(Flavonoides)

|
|
|

2 mL
ENSAYO DE KEDDE

(Cardendlidos)

-

2mL
ENSAYO DE ANTOCIANIDA

~

}_
}_
}_

t

v

6 mL en 3 porciones
ENSAYO DE
DRAGENDORFF MAYER Y
WAGNER (Alcaloides)
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ANEXO 9: Metabolitos secundarios presentes en los extractos de las hojas de

Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.

. Extracto Extracto Extracto Extracto
Metabolitos Ensayo 1 By :
acuoso etandlico etéreo acetatico
Dragendorff (+) (+)
Alcaloides Mayer (6] (++)
Wagner (+) ()
Cumarinas Baljet (6] (++)
Quinonas Borntrager () ()
Compuestos
grasos Sudan IlI (+) (+) (++)
Catequinas Catequinas (1) (+++)
Resinas Resinas (+++) ()
Saponina Espumas (+++) (+4)
Mucilagos Mucilagos (++4) ()
Taninos Cloruro férrico (+++) (++) (++)
Aminoacidos Ninhidrina (++4) (++4)
Flavonoides Shinoda () (+++) (+++)
. Estructuras
Antocianidinas CB-C3-C6 (+)
Cardendlidos Kedde (6] (++)
Azlcares Fehling () (++4)
reductores Benedict (+) (++)
Leyenda:
(+) . Significa que se obtuvo una baja intensidad del metabolito en la
reaccion.
(++) : Significa que se obtuvo una moderada intesidad del metabolito en la
reaccion.
(+++) : Significa que se obtuvo una alta intensidad del metabolito en la
reaccion.
-) . Significa que no se obtuvo alguna respuesta del metabolito en la
reaccion.

Los espacios en blanco siginifican que no se le realizaron algin ensayo al
extracto.

Las plantas medicinales deben sus propiedades a una variedad de metabolitos
gue forman parte de ellas. El tamizaje fitoquimico es representado en la tabla 1,
muestra que los metabolitos presentes en el extracto serian los posibles

responsables de la actividad atribuida a esta especia vegetal.® 8
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ANEXO 10: Reconocimiento de los metabolitos secundarios en el extracto etandlico de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
Ayacucho — 2020.
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ANEXO 11: Reconocimiento de los metabolitos secundarios en la fraccion del
acetato de etilo de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho —
2020.
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ANEXO 12: Analisis cromatogréafico de los flavonoides (1) y la quercetina (ll) en
las cromatoplacas de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”, presentes
en la fraccion de acetato de etilo, vistos en la lampara UV CAMAG a 254 nmy a
366 nm respectivamente. Ayacucho — 2020.

UV: 254 nm |

UV: 366 nm
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ANEXO 13: Cromatografia en capa fina de los flavonoides aislados (I),
guercetina (1), revelados con cloruro férrico al 5%. Ayacucho — 2020.

Cromatol f

rdol;
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ANEXO 14: Cromatografia en capa fina: Quercetina (1) y los flavonoides aislados
(N, revelados con shinoda. Ayacucho — 2020.

Cromatli
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ANEXO 15: Distribucion de los grupos experimentales para la determinacién del
efecto antiinflamatorio de los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca
oleracea L. “verdolaga” a distintas dosis. Ayacucho — 2020.

N° de ratas en

Grupo . Tratamiento Dosis Via
experimento

| 8 Carragenina 1 % 0,1 mL S.C

I 8 Indometacina 25 mg/kg V.0

i 8 Flavonoide 1 50 mg/kg V.0

v 8 Flavonoide 2 100 mg/kg V.0

V 8 Flavonoide 3 200 mg/kg V.0
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ANEXO 16: Medicion del volumen de la pata inflamada con el equipo
Pletisnébmetro Digital LE 7500. Ayacucho — 2020.
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ANEXO 17: Volumen promedio de infamacién en (mL) de la pata trasera en la
evaluacion del efecto antiinflamatorio de los flavonoides aislados de las hojas de
Portulaca oleracea L. “verdolaga” a distintas dosis. Ayacucho — 2020.

Tratamientos Tiempo en horas

Basal 1h 2h 3h 4h 5h
Carragenina 1% 0,44 0,72 0,73 0,78 0,77 0,80
Indometacina 25 mg/kg 0,43 0,56 0,54 0,52 0,49 047
Flavonoide 50 mg/kg 0,42 0,53 0,49 0,47 0,45 0,43
Flavonoide 100 mg/kg 0,48 0,61 0,59 0,55 0,52 0,50
Flavonoide 200 mg/kg 0,46 0,68 0,69 0,63 0,55 0,49
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ANEXO 18: Porcentaje de inflamacion de los flavonoides aislados de las hojas
de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho — 2020.

% Inflamacién

Carragenina 84,53 100,00
Indometacina 25 mg/kg 10,34 11,76
Flavonoide 50 mg/kg 3,09 3,53
Flavonoide 100 mg/kg 3,89 471
Flavonoide 200 mg/kg 6,69 8,24
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ANEXO 19: Resultado del andlisis de varianza de los valores del porcentaje de
inflamacién de los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga” y el estdndar indometacina frente a la inflamaciéon producida por la
carragenina al 1%. Ayacucho — 2020.

. Sumade Media ]
% Inflamacién gl . F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 39148,728 4 9787,182 101,461 0,000
Intra-grupos 3376,200 35 96,463
Total 42524,928 39
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ANEXO 20: Prueba de HSD de Tukey para el porcentaje de eficacia de los
flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga” y el
estandar (indometacina) frente a la inflamacion producida por la carragenina.
Ayacucho — 2020.

Area bajo la curva (AUC)

Sub conjunto para alfa = 0,05
Grupos de prueba

N 1 2 3 4
Flavonoide C1 = 50 mg/kg 8 2,158
Estandar (Indometacina 25 mg/kg) 8 2,364 2,364
Flavonoide C2 = 100 mg/kg 8 2,518
Flavonoide C3 = 200 mg/kg 8 2,793
Control (Carragenina) 8 3,400
Sig. 0,164 0,432 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 308,095.
Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizé la media arménica de
los tamafios de cada grupo. Los niveles de error de tipo I, no estan

garantizados.
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ANEXO 21: Vias de biosintesis de los eicosanoides.

Fosfolipidos de Membrana —
[ Glucocorticoides ]

A\ 4 Lipocortina
‘ Fosfolipasa A2

v
‘ Acido Araquidénico ’

AINES

A4
‘ Ciclooxigenasa ’

v
t Prostaglandina G2 ]

v
[ Prostaglandina H2 ’

v v

Prostaglandina 12

Tromboxano A2

(PGI2) (TXA2)
Produce vasodilatacion, Produce vasoconstriccion,
inhibe la agregacion favorece el proceso de
plaquetaria agregacion plaquetaria
\ 4
‘ PGD2 ’ ‘ PGE?2 ’ ‘ PGF2 ’

Vasodilatacion

potencian al edema

PG = prostaglandina; AINE = farmacos antiinflamatorios no esteroides.?’
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ANEXO 22: Flujograma del proceso de extraccion de los flavonoides de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”. Ayacucho —
2020.

8. Desecar la

7. Verter la
muestra

muestra

6. Concentrar
en E.R.B

5.Filtrar la
muestra

4. Macerar la
muestra

3. Triturar la
muestra

1. Recoleccion
de la muestra

2. Secarla
muestra

eV
MP: Hojas
secas de

14. Embudo de
separacion x 24 h

15. Concentrar en
E.R.B

13. Concentrar en
E.R.B

12. Fase de separacion
con éter de petréleo

16. Muestra
concentrada

9. Muestra
seca

10. Tamizaje
fitoquimico

19. Ensayo de
Cromatografico

11. Ensayo de

MP: Tamiz
uimico de|
extracto \
hidroalcohéliooo seco
de “verdolaga”

Catequinas

18. Muestra
seca

17. Desecar
la muestra

m “ de “verdolaga”




ANEXO 23: Flujograma del efecto antinflamatorio de los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
Ayacucho — 2020.

Preparacién de las 3
2 g de distintas concentraciones
Flavonoide de los flavonoides

Dilucién y Preservar

Preparacién de la homogenizacién en
Indometacina

refrigerio

Administracién de Medicion de las patas Procesamiento de datos del
Pesaje de los Inoculacién de los diversos inflamadas en el Pletisnémetro digital a la
animales Carragenina 1% tratamientos Pletisnémetro digital computadora
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ANEXO 24: MATRIZ DE CONSISTENCIA.

TITULO: Efecto antiinflamatorio de los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”, en ratas albinas. Ayacucho

—2020.
PERSONAL INVESTIGADOR: LOPEZ ALCARRAZ, Jhoszelne Salinova.
4 - VARIABLES E ~ .
PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES DISENO METODOLOGICO
Problema Objetivo general Portulaca oleracea L.: | Ha: Los | Variable Tipo de investigacion: Basica — Experimental.
a | general Demostrar el efecto | Planta herbacea anual, | flavonoides independiente Poblacién: Hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”.
S | A qgué | antiinflamatorio de los flavonoides | resistente a la sequia, | aislados de las | Los flavonoides | Muestra: 5 k de hojas secas de Portulaca oleracea L.
s | concentracion aislados de las hojas de Portulaca | catalogada como mala | hojas de | aislados de las | “verdolaga”.
e | los flavonoides | oleracea L. “verdolaga” a | hierba; contiene altas | Portulaca hojas de Portulaca | Animales de experimentacion
1s | aislados de las | diferentes concentraciones. cantidades de &cidos | oleracea L. | oleracea L. | 40 ratas albinas machos de la cepa Holtzman de pesos
hojas de | Objetivos especificos grasos beneficiosos en | “verdolaga” “verdolaga”. comprendidos entre 210 a 250g, de 3 meses de edad,
Portulaca e Identificar los metabolitos | omega-3, vitaminas y | presentan efecto | Indicador: procedentes de la Universidad Agraria la Molina de la
L. | oleracea L. secundarios presentes en el | antioxidantes; utilizado | antiinflamatorio. Concentraciones de | ciudad de Lima.
3" | “verdolaga” extracto etandlico de las hojas | como antibacteriano, | Ho: Los | 50, 100 y 200 | Control: Carragenina al 1%.
o | tendra efecto de Portulaca oleracea L. | antifingico, analgésico, | flavonoides mg/kg de | Estandar: Indometacina 25 mg.
antiinflamatorio? “verdolaga” mediante tamizaje | antiinflamatorio, anti | aislados de las | flavonoides aislados | Lugar de investigacion: El presente proyecto de
fitoquimico. fertilidad, relajante del | hojas de | de las hojas de | investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de
e Determinar la concentracién | musculo esquelético y | Portulaca Portulaca oleracea | Farmacognosia y Farmacologia, de la Escuela
con mayor efecto | propiedad cicatrizante. oleracea L. | L. “verdolaga”. Profesional de Farmacia y Bioguimica de la Facultad de
antiinflamatorio de los | Flavonoides: “verdolaga” no | Variable Ciencias de la salud de la Universidad Nacional de San
flavonoides aislados de las | Compuestos  fendlicos | presentan efecto | dependiente: Cristébal de Huamanga.
hojas de Portulaca oleracea L. | con 15 atomos de | antiinflamatorio. Efecto Método experimental:
“verdolaga” y comparar con el | carbono; presentan una antiinflamatorio. Determinacion del efecto antiinflamatorio: Se
estandar (indometacina). gran capacidad Indicador: demostré por el método del edema plantar inducido con
e Determinar el porcentaje de | antioxidante y Reduccion del | carragenina a nivel de la aponeurosis plantar de las
eficacia antiinflamatoria de los | antiinflamatoria. volumen de | ratas.
flavonoides aislados de las Antiinﬂamatorio: inﬂamacién. AnéliSiS estadl'stiCOZ

hojas de Portulaca oleracea L.
“verdolaga” frente al estandar
(indometacina).

Capacidad inhibitoria a la
ciclooxigenasa 'y 5-
lipooxigenasa.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para
determinar las diferencias significativas entre los ensayos
con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05). Las
comparaciones entre las dosis se realizaron a través de
la prueba de Tukey.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE
HUAMANA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

El Instructor en Primera Instancia, designado cori RD N° 077-2021-UNSCH- FCSA/D,

emite la presente

CONSTANCIA

DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE INVESTIGACION

A Jhoszelne Salinova, LOPEZ ALCARRAZ, Bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud, en mérito a que la tesis Titulada: Efecto
antiinflamatorio de los flavonoides aislados de las hojas de Portulaca oleracea L. “verdolaga”,
en ratas albinas. Ayacucho — 2020, ha alcanzado un indice de similitud de 30% (Treinta);
cumpliendo satisfactoriamente lo establecido en el Art. 13 del Reglamento de Originalidad de
Trabajos de investigacion de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga mediante
el uso del SOFTWARE TURNITIN.

En ese sentido, se emite la presente constancia en sefial de conformidad y a peticion de la

interesada.

Ayacucho, 05 de agosto de 2021.

Q creecpevsuse  digitalmente por

ettt | Marco R. Aronés Jara
/Marcg % rontejrs Fecha: 2021.08.05
/ 08:22:30 -05'00'

Instructor de Primera Instancia

Constancia N° v/008-2021



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL

DE HUAMANA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
UNIDAD DE POSGRADO

CONSTANCILA

DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE INVESTIGACION

El Instructor en Segunda Instancia, designado con RD N° 077-2021-UNSCH-
FCSA/D, hace constar por la presente, que la tesis Titulada Efecto

antiinflamatorio de los flavonoides aislados de las hojas de Pertulaca

Oleracea L. “Verdolaga”, en ratas albinas. Ayacucho — 2020.

Cuyo Autora : LOPEZ ALCARRAZ, Jhoszelne Salinova
Facultad : Ciencias de la Salud

Escuela Profesional : Farmacia y Biogquimica

Programa : Pre-grado

Asesor : Dr. Johnny Aldo Tinco Jayo

Después de realizado el analisis correspondiente en SOFTWARE TURNITIN, Se
ha verificado y sometido al anéalisis CON DEPOSITO mediante el sistema de
TURNITIN concluyendo que presenta un porcentaje de similitud de 30% (Treinta
por ciento).

En tal sentido, de acuerdo a los criterios de porcentaje establecidos en el Art. 13
del Reglamento de Originalidad de Trabajos de investigacion de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, mediante el USO DEL SOFTWARE
TURNITIN, el cual indica que no se debe superar el 30% para trabajos de pre-
grado. Se declara, que el trabajo de investigacion contiene un porcentaje
aceptable de similitud, por lo que si se aprueba su originalidad.

En sefial de conformidad y verificacion se entrega la presente constancia de
Originalidad con Deposito.

Ayacucho, 06 de agosto de 2021.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN FI rmado dlg Ita | mente
CRISTOBAL DE HUAMANGA por HéCtOI’ H uaraca
| 2 ool Rojas
RS " Prof. HéctoriHUARACA roas  Fecha: 2021.08.06
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