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RESUMEN
El germinado de la semilla de quinua, constituye una alternativa como alimento
funcional con propiedades terapéuticas. Por tanto, el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro de los extractos
liofilizados obtenidos del geminado de cinco variedades de C. quinoa Willd.
“quinua”, desarrollado en los ambientes de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioguimica. Se obtuvieron extractos hidroalcohdlicos al 96 % a partir de
germinados de las variedades Negra collana, Blanca arete, Blanca Junin, Blanca
choclera y Amarilla marangani, los cuales luego fueron liofilizados. Se determiné
el contenido de fenoles totales mediante el reactivo del Folin — Ciocalteu, el
contenido de flavonoides por método de cloruro de aluminio, mientras que, la
actividad antiinflamatoria in vitro se evalué por el método de estabilizacion de
membrana. Los extractos liofilizados de las variedades Negra collana (274,08 +
8,99 mg GAE/g de extracto) y Blanca arete (269,50 + 8,86 mg GAE/g de extracto)
presentaron un mayor contenido de fenoles totales; mientras que, las variedades
Negra collana (99,08 + 2,18 mg QE/g de extracto) y Amarrilla marangani (93,81 +
3,68 mg QE/g de extracto) presentaron un elevado contenido de flavonoides. El
extracto liofilizado de la variedad Blanca choclera mostré6 mejor porcentaje de
inhibicién de la hemdlisis de eritrocitos (87,44% + 0,14; 85,27% + 0,26 y 78,56%
+ 0,15); a las concentraciones de 100, 250 y 500 mg/mL, respectivamente).
Concluyendo que, el mayor contenido de fenoles totales y flavonoides presentes
en la variedad Blanca choclera tuvo relacion directa con la actividad

antinflamatoria in vitro.

Palabras clave: Chenopodium quinoa Willd, semilla, flavonoides, fenoles totales,

germinado, actividad antiinflamatoria in vitro,
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I. INTRODUCCION

Existe una amplia gama de alimentos de origen vegetal, que por su composicién
presentan metabolitos secundarios con actividad antioxidante, antiinflamatoria y
otras propiedades son estudiadas ampliamente debido a que tienen la capacidad
de retrasar o prevenir enfermedades. En nuestro pais existe una gran
biodiversidad de alimentos que pueden ser incluidos en la dieta diaria, es asi que
el Peru es considerado como uno de los paises con gran diversidad de plantas
gue han sido utilizados como alimento y medicina desde la antiguedad.! La
“quinua” (Chenopodium quinoa Willd) es una planta que se cultiva desde hace
5000 afios, considerada como un alimento sagrado de los Andes, que también es
empleada con fines medicinales, es una planta anual cuyas semillas suelen ser
blancas, amarillas, café, rosadas, grises, rojas o negras; a la vez presentan
nutrientes como son los aminoacidos, vitaminas, minerales y compuestos

guimicos capaces de prevenir patologias degenerativas e inflamatorias?>.

El efecto inflamatorio es la respuesta del tejido vivo vascularizado a la lesién; esta
lesion puede ser causado ya sea por agentes biolégicos, fisicos o quimicos que
inducen a la liberacibn de compuestos mediadores de bradiquinina,
prostaglandina, histamina y serotonina que posteriormente producen la
permeabilidad vascular. Los compuestos fendlicos, estan ampliamente
distribuidos en las plantas, cuya caracteristica principal es la presencia de un anillo
aromatico que presenta uno o mas grupos hidroxilo; dentro de los fenoles se
pueden encontrar a los tres grupos mas importantes: los flavonoides, los
polifenoles y los acidos fendlicos y de este grupo, los flavonoides son los mas
estudiados. Los acidos fendlicos tienen la capacidad de inhibir la 5-lipooxigenasa
(hidroperéxidos y leucotrienos) de los granulocitos humanos; mientras que los

flavonoides suprimen la expresion del NO, iNOS y los niveles de TNF-a en los



macrofagos, de esta manera se podria justificar la accién antinflamatoria de los
metabolitos activos (fenoles) y asi emplearse en el tratamiento de algunas
enfermedades inflamatorias®*. En muchas enfermedades como las de tipo
infecciosas, el desarrollo de la inflamacion esta sujeta a originar mas dafios que
la misma infeccion?. Actualmente, en nuestra localidad existe un problema en la
gestion de salud publica con respecto a las enfermedades inflamatorias; es asi
que el uso indeterminado y prolongado de los farmacos antinflamatorios podrian
causar perjuicios o dafos en la seguridad a nivel vascular, gastrointestinal y renal
de los pacientes®. Es debido a esto, que es tan importante contar con nuevas
alternativas terapéuticas que tengan una facil accesibilidad, con menores costos
y toxicidad como, por ejemplo, se recomienda utilizar plantas medicinales como
una adecuada alternativa en el control del evento inflamatorio, por la presencia de
flavonoides en su composicién. Este concepto ha motivado a realizar el estudio
experimental y de esta manera contribuir con el conocimiento de las propiedades
farmacologicas de las 5 variedades de las semillas germinados que brinda la
“‘quinua” (Chenopodium quinoa Willd). Se ejecutaron ensayos para poder
determinar el contenido de fenoles totales y flavonoides a partir de los extractos

liofilizados de las 5 variedades.

Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto hidroalcohdlico liofilizado

del germinado de semillas de cinco variedades de C. quinoa Willd. “quinua”.

Objetivos especificos

o Determinar el contenido de fenoles totales de los extractos hidroalcohdlico
liofilizado del germinado de semillas de cinco variedades de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua”.

o Determinar el contenido de flavonoides totales de los extractos
hidroalcohdlico liofilizado del germinado de semillas de cinco variedades de
Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.

o Determinar el porcentaje de inhibicién de hemolisis de glébulos rojos de los
extractos hidroalcohdlico liofilizado del germinado de semillas de cinco

variedades de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”



ll. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
En un estudio realizado para determinar la actividad antiinflamatoria de cinco

variedades de quinua (Negra coito, Negra collana, Roja pasankalla, Blanca
choclito y Amarilla marangani), se utiliz6 los métodos de estabilizacion de
membrana de eritrocitos (in vitro), como también el modelo del edema plantar
originado por la carragenina en ratas (in vivo), como estandares de referencia se
utilizé el diclofenaco y la dexametasona. Los resultados obtenidos fueron: las
variedades Negra collana (81,59 %) y Negra coito (78,62 %), maostraron
superioridad en cuanto al porcentaje de inhibicién in vitro; mientras tanto las
variedades Roja pasankalla (92,33 %) y Amarilla marangani (90,41 %), obtuvieron
un mejor porcentaje de eficiencia antiinflamatoria in vivo; con respecto a las otras
variedades.®

En otro estudio, se realiz6 un ensayo farmacoldgico antiinflamatorio in vivo con las
sapogeninas totales y sapogeninas aisladas de semillas de quinua (C. quinoa
Wild.). Para lo cual, se realizd6 una extraccion hidroalcohdlica del mojuelo de
quinua (producto del escarificado de semillas de quinua), fué sometido a hidrdlisis
acida, se obtuvo un extracto de sapogeninas totales (EST), obtuvieron un
rendimiento del 79% p/p, del cual se aislaron 4 compuestos: acido oleandlico
(Tm1l), oleanato de metilo (Tm2), hederagenina (Tm3) y acido fitolaccagénico
(Tm4). La actividad antinflamatoria se realizO mediante modelos de
experimentacién animal: mediante la edematizacién en la oreja utilizando el aceite
de croton que contiene el éster de forbol Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol
(TPA), y el modelo de la edematizacion de pata inducido por carragenina; se uso
como patron de referencia a la dexametasona y a la indometacina,
respectivamente para cada modelo. Como resultado se evidencid que el EST
evidencié una inhibicién del 68% del edema auricular inducido por TPA, mientras
gue para los compuestos aislados mostraron una inhibicion del 30% y del 24%

Tmly el Tm2 respectivamente; por otro lado el extracto de sapogeninas evidencio



una inhibicién del 55,2% de la inflamacién inducida por carragenina y los
compuestos aislados evidenciaron una inhibicion de 84,2% (acido oleandlico),
84,64% (acido fitolaccagénico), 70,3% (hederagenina) y 57,6% (oleanato de
metilo). Todos los resultados con un grado de significancia (p<0.05).’

En otro estudio realiz6 un estudio de la actividad farmacolégica de tipo
antiinflamatoria e inmunomoduladora de la quenopodina (péptido del grupo de las
globulinas que es un componente de la quinua), se utilizé6 quenopodina de carga
baja (30% de la quenopodina total) y quenopodina de carga alta (70% de la
guenopodina total), la actividad antiinflamatoria fue obtenida utilizando IL — 8 en
células caco — 2 indiferenciada. Se obtuvo como resultado que la expresion de IL
— 8 disminuy6 alrededor de un 53% y un 38% para quenopodina de carga baja y
guenopodina de carga alta, respectivamente, lo que confirma que la quenopodina
tiene una capacidad protectora en las células caco — 2 del estimulo inflamatorio.®
Otro reporte estudié la actividad farmacolégica de tipo antiinflamatoria de las
saponinas presentes en las semillas de quinua en células evaluados sobre células
de tipo macréfagos (RAW 264.7), estimuladas con lipopolisacaridos, donde se
obtuvo cuatro fracciones de saponinas de quinua, Q30, Q50, Q70 y Q90, y once
saponinas fueron determinadas por HPLC-MS. Q50 poseia ocho saponinas
individuales y tenia el mayor contenido de saponinas totales. Se evalud la
actividad antiinflamatoria en células de macrofagos RAW 264.7 de las cuatro
fracciones, se obtuvo resultados donde las cuatro fracciones no solo disminuyeron
de forma dependiente de la dosis la producciéon de mediadores inflamatorios NO,
sino que también inhibieron la liberacion de citocinas inflamatorias, incluido el
factor de necrosis tumoral-a y la interleucina-6 en células RAW 264.7 inducidas
por lipopolisacéaridos.®

Se evalud la capacidad antioxidante e inmunoreguladora (inmunomoduladora) de
polisacéaridos de quinua (C. quinoa Willd.), donde a partir de las semillas se logré
extraer polisacaridos miscibles en agua (QWP) y miscibles en alcali (QAP),
obteniéndose cuatro fracciones (QWP-1, QWP-2, QAP-1 y QAP-2), aislados y
purificados por intercambio aniénico y cromatografia de filtracion en gel, donde
para la actividad inmunomoduladora se utilizé el 6xido nitrico (NO) como molécula
importante para la sefializacién para los procesos fisiolégicos, en ensayo se midié
la concentracion de NO en el sobrenadante de los macréfagos estimulados con
los polisacaridos determinados como un reflejo de la produccion de NO,
obteniéndose como resultado que los QWP-1, QWP-2, QAP-1 y QAP-2 pudieron



estimular a los macréfagos para que produzcan NO de manera dependiente de la
dosis, donde la fraccibn QWP-2 podria aumentar significativamente la liberacion
de NO, TNF-q, IL-6.%°

Finalmente, otro hallazgo bibliogréfico evidencié la actividad antinflamatoria de los
hidrolizados proteicos de quinua sobre células macrofagas RAW 264.7, mediante
la reaccion inmune estimulada por lipoproteina lipasa (LPS), que funcionan
estimulando a las células fagociticas para producir mediadores de sefializacion
como el 6xido nitrico (NO). Las células cultivadas fueron tratados a diferentes
concentraciones de proteinas hidrolizadas de quinua, seguido de un afiadido de
10 pL de LPS. Se midio la concentracion de NO en el sobrenadante del cultivo
utilizando el reactivo de Griess. Como resultado se observo que la proteina total
de la quinua exhibié una alta actividad antinflamatoria.*

2.2. Chenopodium quinoa Willd.

2.2.1.Clasificacién taxondmica segun el sistema Cronquist A. 1998

REINO ; PLANTAE

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE
ORDEN : CARYOPHYLLALES
FAMILIA : CHENOPODIACEAE
GENERO , Chenopodium

ESPECIE : Chenopodium quinoa Willd
NOMBRE VULGAR : quinua

Fuente: Certificado emitido por la bidloga Laura Aucasime Medina de la Facultad de Ciencias
Biologicas, UNSCH 2022 (Anexo 1)

2.2.2.Sinonimia

LT ”

En Peru es llamado como “quinua”, “jiura”, “quiuna”, mientras que en otros paises
también es conocido como: “jupha”, “quingua”, “dahuie”, “juba”, “ubaque”, “ubate”.
2.2.3.Descripcién Botanica

Esta especie vegetal erguida, con altura promedio de 0,60 a 3,00; caracteristica
que dependen de: fertilidad de suelos, variedad, y condiciones ambientales),
posee una raiz pivotante, vigorosa y profunda que podria alcanzar 1,80 m de
profundidad, muy ramificada y fibrosa. Presenta un tallo que es cilindrico en el
cuello y anguloso a partir de sus ramificaciones, presentan coloracion variable
desde el verde al rojo, suelen presentar estria y también axilas pigmentadas de

color verde — rojo o purpura. Presentan hojas alternas compuestas por peciolos



(largos y acanalados) y laminas (forma romboidal, triangular o lanceolada plana u
ondulada, carnosa y tierna, algo gruesa, cubierto de oxalato de calcio en forma de
cristales, manifestando una coloracién parpura, rojo cristalino tanto en el haz como
en envés). Presenta una inflorescencia de tipo panoja tipica con un eje central y
ramificaciones secundarias, terciarias con pedicelos que son el soporte para los
glomérulos, la panoja es variable que depende de los genotipos, tipos de quinua,
procedencia y de acuerdo a la fertilidad que presenta el suelo, estos pueden
alcanzaa de 30 a 80 cm de longitud con 5 a 30 cm de didmetro, el contenido del
namero de glomérulos por panoja puede variar de 80 a 120 al igual que el nimero
de semillas puede ser de 100 a 3000. Presenta pequefias flores (max. 3 mm),
sésiles, incompletas y carentes de pétalos, pistiladas (femeninas), hermafroditas,
y androestériles, desarrollan polinizacion cruzada en un 10%. El fruto es de tipo
aquenio, con una forma cilindrica — lenticular, con un ligero ensanchamiento hacia
el centro, constituido con el perigonio que envuelve a la semilla que se considera
como un fruto maduro sin el perigonio, con forma lenticular, elipsoidal, cénica o
esferoidal con tres partes bien definidas: episperma (donde se concentra la mayor
cantidad de saponinas), embrion (conformado la radicula y dos cotiledones) y
perisperma (tejido de almacenamiento conformado por granos de almidén)?*2.
2.2.4.Composicion gquimica

o Proteinas

Las proteinas estan constituidas en un 16% a 20% o en un 12% a 23% del peso
de la semilla de la quinua®?, esencialmente constituida por aminoacidos
esenciales, donde resaltan con mayor presencia por encima de 50 mg/g: arginina,
acido aspartico y el &cido glutamico®®.

o Grasas

Se reporta la presencia en mayor cantidad de el acido linoleico (omega 6), seguido
del 4cido oleico (omega 9), el &cido linolénico, acido palmitico, entre otros &cidos
grasos como el acido esteérico y el eicosapentaenoico, también se indica que la
quinua presenta un 7% de aceite en base seca'**°.

o Carbohidratos

La quinua esta compuesta de entre un 60% al 70% de carbohidratos (base seca),
constituido esencialmente de almidon de entre un 58,1% a 64,2% (mezcla de

amilosa y amilopectina)®°.



o Minerales

Reportes indican que la quinua posee un alto contenido de calcio, magnesio,
hierro, cobre y zinc, entre otros!3, cabe indicar que el magnesio y potasio se
encuentran en formas con alta biodisponibilidad; también contiene pequefas
cantidades de cobre vy litio.**

o Vitaminas

Las principales vitaminas predominante son la vitamina A y la vitamina E, entre
otros'4; también se indica que la quinua es rica en piridoxina (B6), pacido félico en
altas concentraciones, este alimento aporta un 80% de riboflavina en nifios.*

. Otros componentes

De entre los principales componentes presentes en la quinua se evidencia a la
betalaina contenido (1,310 pg/g — 2,000 ug/g), carotenoides e isoflavonas
(daidzeina y genisteina).’® Reportes evidencian la presencia de polifenoles,
fitoesteroles y flavonoides que cuentan beneficios nutracéticos.’® También se
reportan compuestos con actividad antioxidantes derivados de los fenoles
(tocoferoles, acidos fendlicos y flavonoides), compuestos nitrogenados
(alcaloides, derivados de la clorofila, y aminas).l” Un estudio logré identificar
alrededor de 30 saponinas derivados de la hederagenina y de los acidos
oleandlico, fitolaccagénico y serjanico en alguna de las variedades de quinua.'®
También hay reportes que indican la presencia de compuestos fendlicos como:
acido vanilico, acido p — OH - benzoico, acido p — cumarico, acido ferdlico,
quercetina, kaempferol.®

2.2.5.Estudios farmacologicos realizados

De entre los reportes que evidencian estudios farmacolégicos realizados en
semillas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua” se mencionan estudios
antioxidantes!®2%-2% antiinflamatoria”®?4, anticancerigeno?!, inmunomoduladora?®,
antinociceptiva?*, antimicrobiana o antibacteriana?25, antimicética?®?’ e
inmunoadyuvante?,

2.2.6.Propiedades y usos medicinales

La literatura evidencia que en las comunidades del altiplano, valles, etc., se
usaban los granos, tallos y hojas para tratar sus malestares como: abscesos,
hemorragias y luxaciones, la decoccion de los frutos era usada sobre heridas y
golpes, algunos se eran aplicados en formas de cataplasma, el agua del grano de
quinua era usado para problemas hepaticos y purulencias internas, afecciones

catarrales, laxante suave, contra el insomnio, contra la caspa, tonico para el



cabello segun curanderos Kallawayas; otros comunidades lo utilizaban mezclando
cinco cucharadas de semillas de quinua mezclado con miel de abeja o chancaca
como apoyo para tratar afecciones bronquiales, catarro, tos e inflamacién de las
amigdalas.**

2.3. Germinacion

Se conoce el germinado como un conjunto de procesos metabdlicos con el
objetivo de transformar un embrién en una plantula autosostenible, capaz de
realizar la fotosintesis. Este proceso vegetativo es uno de los ciclos mas
vulnerables que atraviesa el ciclo vital de una planta ya que de él dependen las
nuevas generaciones. Segun los estandares fisioldgicos, la germinacion del agua
comenz6 a ingresar a las semillas (absorbidas/imbibiciébn) en condiciones de
laboratorio y termin6 con una extension radicular. Sin embargo, en condiciones de
campo, la germinacién concluye solo antes de la aparicion y el desarrollo de
plantas.?®

La germinacion tiene tres fases sucesivas.

a. Fase de hidratacién o imbibicién

Esta fase es el primer paso para la germinacion, durante esta fase se produce la
intensa absorcién de agua por parte de los distintos tejidos que forman la semilla.
El tejido de reserva capta y absorbe agua con una determinada velocidad hasta
gue esté completamente hidratado.303!

b. Fase de germinacidn o activacion enziméatica

Se produce la disminucién de la absorcion de agua, dando inicio a las
transformaciones metabdélicas indispensables para el completo crecimiento de la
planta.3°

C. Fase de Crecimiento

En esta fase inicia con el crecimiento de la radicula y paralelamente hay un
aumento de la actividad metabdlica ocurriendo una nueva absorcién de agua.*
Cada fase depende de ciertas caracteristicas de las semillas, el contenido de
compuestos facilmente hidratables y la permeabilidad de las cubiertas de la
semilla para el paso del agua y al oxigeno. Estas etapas a menudo se ven
afectadas por las condiciones ambientales, humedad, propiedades y composicion
del sustrato y la temperatura. Sobre todo, implica la relacion de estas etapas con

el metabolismo que desarrolla de la semilla.*°



2.4. Inflamacion

La inflamacion es considerada como un mecanismo de defensa que se activa

frente a cualquier atague, actlla como un mecanismo homeostéatico encaminado a

adaptar el organismo a condiciones anormales, esta respuesta es mediada por el

sistema inmunolégico en respuesta al dafio causado a sus células y tejidos.

Aunqgue este proceso resulte dolorosa la inflamacion es considerado como una

respuesta reparadora que implica un enorme gasto metabdlico.3233

Existen cuatro efectos cardinales de la inflamacién que fueron descritos hace mas

de 2000 afios atras que son: dolor, calor, rubor y tumor (hinchazén), donde el

enrojecimiento y el calor de la inflamacion aguda son consecuencia de la
vasodilatacion y un aumento del flujo sanguineo en la parte inflamada, y la

hinchazén se debe a que se acumula el exudado. El dolor presente se debe a

varios factores, de entre ellos tenemos a la presion que genera la hinchazén sobre

las terminaciones nerviosas y el efecto que realizan algunos compuestos quimicos
liberados.3*

EL proceso inflamatorio se divide en tres fases:

2.4.1.Inflamacién aguda

Constituyo la primera respuesta a la lesion del tejido y esta controlada por la

liberacion de autacoides y suele anteceder al desarrollo de la respuesta del

sistema inmunoldgico, esta compuesta por tres componentes:

o Se modifica el calibre de los vasos que originan el aumento del flujo de
sangre, esto se debe al aumento de la dilatacién arteriolar y la apertura de
lechos capilares.

o Se produce la alteracion de la estructura de la microvasculatura que luego
permitiran la salida de circulacion de las proteinas plasmaticas y los
leucocitos.

Por ultimo, se produce la emigracion de los leucocitos desde el punto que

abandonan la microvasculatura hasta el foco de la lesién en el que se llegan a

acumular.®*

2.4.2.Respuesta inmunitaria

Ocasionada al momento de que las células inmunitarias llegan a activarse, como

una respuesta a un agente externo como un microorganismo o alguna sustancia

antigénica extrana, liberadas durante el proceso de la respuesta inflamatoria.3*



2.4.3.Inflamacion cronica

En esta fase implica la liberacion de diversos mediadores que no son notables

durante la fase aguda, esta fase cronica se presenta por:

o Infiltracién celular de tipo mononucleares como macroéfagos, linfocitos y
células plasmaticas, lo que refleja una reaccion persistente en la lesion.

o Ocurre una destruccion tisular inducida por células inflamatorias.

Se intenta la reparacion de la lesion por el tejido conjuntivo, proliferacion de

vasos de pequeiio calibre y en especial fibrosis.?*

2.4.4.Mediadores de la inflamacion

o Biosintesis

El &cido araquidonico (AA) se forma a partir de los lipidos de la membrana celular

por la accién de la fosfolipasa Az (PLA?), esta enzima es inducida por diversos

estimulos. Esta reaccion es inhibida por una familia de proteinas denominados

anexinas o lipocortinas (inducido por glucocorticoides).3*

o Via de la ciclooxigenasa (COX)

Existes dos compuestos enzimaticos distintos, la primera es la enzima constitutiva

(COXj) y la otra es la inducible por el estimulo inflamatorio (COX3). La COX:solo

es inducible in situ actualmente son considerados inhibidores selectivos de esta

enzima pueden mostrar las mismas propiedades farmacoldgicas y terapéuticas de

los antiinflamatorios no esteroideos conocidos, con carencia de sus efectos

adversos de indole gastrointestinal y renal. Las prostaglandinas (PG) de tipo PGG;

y PGH; son endoperdxidos ciclicos labiles, que a partir de la PGH. se forman

prostaciclinas (PCl,) por la accion de la prostaciclin-sintetasa componente

considerado un potente vasodilatador, al igual de la formacion de los tromboxanos

(TXA2) por accion de la enzima tromboxano-sintetasa y otras prostaglandinas

(formado en las plaquetas).®

o Via de la lipoxigenasa (LO)

Esta familia de enzimas cataliza hidroperoxidaciones de acidos grasos y otras

moléculas con similar parentesco. En presencia de O; se ocasiona un

reordenamiento de los enlaces dobles del AA atrapando atomos de H,

transformando en hidroperéxido y enziméaticamente o en una forma de

hidroxiacidos. Son las 5y 12 lipoxigenasas que estan ampliamente distribuidos en

los tejidos, la 5-LPs cicliza al AA a una sustancia intermedia denominado 5-hidroxi-

peroxi-eicosatetraenoico (5-HPETE), hidroxiacido inestable que se transforma en

5-hidroxieicosatetraenoico (5-HETE) o leucotrieno A4 (LTA4), también inestable y
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enzimaticamente o no, da origen al LTB4, 0 puede conjugarse con glutation para
originar LTCy, y sus derivados LTD4, LTE4 y LTF4.3

. Otros mediadores inflamatorios®

Citocinas: Los macrofagos y monocitos son activados por la agregacion
plaguetaria y sus mediadores quimiotacticos, las citocinas son los mediadores
para el inicio de la respuesta especialmente el factor de necrosis tumoral (TNF-a)
y las interleucinas (IL-IB), los macrofagos activados generan un amplio espectro
de mediadores y citocinas iniciales, como los IL-1y TNF, con accion local y general
que generan la segunda cascada de citocinas IL-1, IL-6, IL-8 y macrophage
chemotactic protein (MCP).

Moléculas de adhesidn: Las selectinas son las que atraen a los neutréfilos y a
las plaquetas hacia la zona del endotelio, las integrinas producen el
aplanamiento de los neutréfilos y faciliten su exudacion a través de las paredes
endoteliales, las inmunoglobulinas acttan uniéndose a las células.

Mediadores especificos: En la respuesta inmunoldgica especifica es realizada
por los linfocitos B y T tras la estimulacién antigénica, especificamente cuando

hay agentes infecciosos.
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Figura 2. Metabolismo del acido araquidénico (AA), via de la lipooxigenasa (LOX),
proteina activadora 5-LOX (5-lipoxigenasa), formacion de leucotrienos (LTA4,
LTC4, LTD4, LTE4)%.

2.5. Farmacos antiinflamatorios

Son un grupo de medicamentos esteroideos 0 no, que tienen un fin de reducir la
inflamacién (enrojecimiento, inflamacién y dolor) en el cuerpo.
2.5.1.Antiinflamatorios no esteroides (AINES)

El principal efecto que realizan los AINES es inhibir la produccion de
prostaglandinas (PG), donde se conoce gue la primera enzima en la via sintética
de las PG son las COX (prostaglandina G/H sintasa), y a este nivel actdan los
AINES evitando la cascada del AA, por otro lado, existen AINES que actuan
inhibiendo selectivamente la COX-2 como es en caso de la familia de los coxib.3*
(Anexo 7)

2.5.2. Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides o corticoesteroides
Su accién farmacolégica reside principalmente en inhibir la liberacién del AA en
las membranas celulares y por ello disminuye la produccién de leucotrienos y
prostaglandinas, considerado como funcidon importante la inhibicion de la

formacioén de citocinas.®* (Anexo 8)
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lll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Farmacognosia, perteneciente a la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.
3.2. Definicién de la poblacién y muestra
3.2.1.Poblacion
Semillas germinadas de cinco variedades de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.
Variedades
o Negra collana
o Blanca Junin
o Blanca arete
o Blanca choclera
o Amarrilla marangani
3.2.2.Muestra
50 g de semillas germinadas de las cinco variedades de Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”.
3.2.3.Unidad de analisis
Extracto hidroalcohdlico de semillas germinadas de cinco variedades de
Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.
3.3. Procedimiento para larecoleccion de datos
3.3.1.0btencion y germinacion de semillas de cinco variedades de quinua
Las muestras de semillas fueron obtenidas mediante el proyecto FOCAM
‘Fortalecimiento de capacidades para realizar investigaciones genomicas,
fitoquimicas, farmacoldgicas y toxicoldgicas de las semillas del germoplasma de
Chenopodium quinoa Willd “quinua” de la region de Ayacucho con fines de

utilizacion como alimento funcional”.
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El proceso de germinado se realizé6 de acuerdo a los descrito por Torres y
Chavez®’, con modificaciones. Donde, la recepcion de las semillas de quinua en
el laboratorio, fueron colocados en frascos herméticamente cerrados,
conservados en un lugar seco rotulados adecuadamente de acuerdo a su
variedad. Se lavé las semillas con agua destilada, desinfectada con hipoclorito de
sodio y se enjuago cinco veces con agua destilada. Se puso a reposar las semillas
en agua durante cinco horas, luego fueron colocados en papel adsorbente hasta
cubrirlo por completo, luego se incubaron en un lugar seguro para su germinado
hasta que la longitud de la radicula sea 1,5 veces mas grande que el tamafio del
grano. Después de la germinacién se llevd a la estufa para su secado
correspondiente a una temperatura de 55 a 60°C. (Anexo 2)
3.3.2.0btencion del extracto hidroalcohdlico liofilizado del germinado de
semilla de quinua
Después de obtener el secado del germinado se procedié con la molienda de 50
g de semilla germinada hasta obtener polvo, luego fue colocado en un matraz de
250 mL afadiendo 100 mL de alcohol de 96° para su extraccion dinamica durante
cuatro horas. Pasado el tiempo se filtré y se centrifugb para colocar nuevamente
el sedimento en el matraz con 100 mL de alcohol de 96° durante cuatro horas
adicionales. Ambos centrifugados fueron concentrados con el rotavapor (BUCHI
R300) para luego ser colocado en la estufa para su secado correspondiente.
Posteriormente, se utilizé6 diez gramos de extracto seco disueltos en 20mL de
maltodextrina DH 10 al 15% como un agente encapsulante, finalmente se liofilizd
en el equipo Freeze Dryer, lo obtenido se conservé en frasco ambar hasta su uso.
(Anexo 3)
3.3.3.Identificacion de los metabolitos secundarios del extracto
hidroalcoholico del germinado de semillas
Se procedié de acuerdo a lo descrito por Miranda y Cuellar®, lo cual consistia en
obtener reacciones de precipitacion y coloraciones caracteristicas de acuerdo a
los metabolitos secundarios presentes en el extracto. (Anexo 4)
3.3.4.Determinacion del contenido de fenoles totales del extracto
hidroalcohdlico liofilizado de quinua
Se emple6 el método colorimétrico del reactivo de Folin — Ciocalteu.*® Se prepar6
la muestra a una concentracion de 1mg/mL con metanol. Se se tomé 150 uL de
muestra y se mezclé con 150 uL del reactivo Folin — Ciocalteu (Merk ®) 0,25N, en

un tubo de ensayo; se prosiguié incorporando 2,4 mL de agua destilada, se mezclé
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durante 5 min y se dej6 en reposo por 3 min. Finalmente se incorpor6 300 uL de
solucion de carbonato de sodio 1N. La mezcla se llevo a incubacion en oscuridad
por 2 h a temperatura ambiente. Se realiz6 las lecturas de la absorbancia de las
muestras a una longitud de onda de 725 nm (Espectrofotometro UV — Vis
GENESYS 10S — THERMO SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccién. Se
elaboro una curva de calibracion con el estandar acido galico (0,0; 10,0; 20,0; 30,0;
40,0; 50,0 y 60,0 ug/mL) Todos los ensayos fueron realizados por triplicado de
cada variedad de quinua. Los resultados son expresados como miligramos
equivalentes de acido galico por gramo de extracto (mg GAE/g Ext.). (Anexos 5, 6
y7)

3.3.5.Determinacion del contenido de flavonoides del extracto

hidroalcohdlico liofilizado de quinua
Se realizd6 segin el método descrito por Zhishen y col.*®, con algunas
modificaciones. Se elabor6é la muestra a una concentracion de 1mg/mL con
metanol. Se mezcld 500 pL del extracto con 500 uL de agua destilada en un tubo
de ensayo, seguido se adicioné 150 uL de nitrito de sodio al 5%. Luego de 5 min,
se anadio 150 pL de cloruro de aluminio al 10%. Luego de 6 min, se adicion6 2
mL de hidréxido de sodio al 4%. Se completé hasta 5 mL con agua destilada y se
homogenizé la mezcla en un vortex; se dej6 en reposo durante 15 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Se realizé las lecturas de la absorbancia de
las muestras a una longitud de onda de 510 nm (Espectrofotémetro UV — Vis
GENESYS 10S — THERMO SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccién. Se
elabor6 una curva de calibracion con quercetina (40,0; 80,0; 120,0; 160,0; 200.0
pg/mL). Los ensayos se desarrollaron por triplicado de cada variedad de quinua.
Los resultados obtenidos serdn expresados en miligramos equivalentes de
quercetina por gramo de extracto (mg QE/g Ext.). (Anexos 8, 9y 10)
3.3.6.Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro del germinado de
semillas de C. quinoa Willd. “quinua”

Se realiz6 segun el procedimiento descrito por Mounnissamy y col.*°, con
modificaciones. Para lo cual se recolectd sangre de la vena cubital de voluntarios
sanos, se mezclé con la solucién Alsever a misma proporcion para luego ser
centrifugado a 3000 rpm, lavando el empaquetado de glébulos rojos con solucién
salina, finalmente se prepar6 una suspension del 10% (v/v). A partir del extracto
liofilizado de semillas germinadas de quinua se preparé a concentraciones de 100,

250 y 500 pg/mL con suero fisioldgico. En tubos de ensayo se adicion6 1 mL de
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buffer fosfato (pH 7,4), 1 mL cloruro de sodio 0,9%, 1 mL de la muestra, 0,5 mL
de la solucion de glébulos rojos y 2 mL de solucién hiposalina; con un blanco de
reaccién y control, se agité en un vortex, se llevo a bafio maria durante 30 min a
37°C para finalmente centrifugarlo a 3000 rpm por 10 min. Se realizé las lecturas
de la absorbancia a 560nm (Espectrofotdmetro UV — Vis GENESYS 10S -
THERMO SCIENTIFIC). Como farmacos de referencia se utilizé el diclofenaco y
la dexametasona; se procedié segun el tratamiento de la muestra. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado.

El porcentaje de estabilizacion o proteccion de la membrana de la suspension de
eritrocitos se calculd segun la siguiente ecuacion:

AbSC — AbSMp/St

100
AbSC X

% de inhibicién =

Dénde:

Abs¢: Absorbancia control

Absy, /si: Absorbancia de la muestra o estandar de referencia.

Los resultados seran expresados como porcentajes de inhibicion de la hemdlisis
de los glébulos rojos en comparacion con los resultados obtenidos de los farmacos
estandares en referencia. (Anexo 11)

3.4. Disefo de investigacion

Basico — experimental.

Es basico debido a que nuestro estudio busca ampliar la informacién generando
nuevos conocimientos, puesto que se genera en un marco teérico y permanece
en él, es considerado experimental porque hubo una manipulacion de la variable
independiente (extracto hidroalcohdlico liofilizado del germinado de semillas de
quinua) y su respectiva medicion del efecto tuvo sobre la variable dependiente
(actividad antiinflamatoria), realizandose un muestro por conveniencia.**

RG - (O

RG; —» E; —» O

RG;: Tratamiento a concentraciones de (100, 250 y 500 pg/mL)

0;: Observaciones post test

E;: Estimulo experimental (germinacion)

3.5. Consideraciones éticas

Para el ensayo de la actividad antiinflamatoria in vitro se utiliz6 5 mL de sangre
obtenida por puncion venosa del brazo izquierdo de dos personas voluntarias

sanos, los que declararon no haber consumido ningun tipo de medicamentos
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antiinflamatorios no esteroideos (AINES) con anterioridad, quienes
voluntariamente aceptaron donar sangre después de conocer el objetivo del
estudio y previamente haber leido y firmado el consentimiento informado
respectivo. (Anexos 12,13)

3.6. Andélisis de datos

Los datos seran expresados como la media +/- desviacion estandar por triplicado.
Se procedera a realizar el andlisis de varianza (ANOVA) para verificar si cada
variedad presenta diferencia con respecto al resto de variedades de manera
significativa y la prueba de comparaciones multiples Tukey con el fin de demostrar
si existen diferencias significativas entre los extractos obtenidos, utilizando un

nivel de significancia de p<0,05.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Porcentaje del incremento de peso y rendimiento de la extraccion de semillas germinadas de cinco variedades de C. quinoa Willd
“‘quinua”.

Muestra Muestra Muestra

. . . Incremento Muestra Extracto S
Varleplad de antes_ de gerfmlnada germinada de peso germinada  obtenido Rendimiento
quinua germinar hiumeda seca ! (%)
(©) (©) (©) () @ @
BA 50 158,4 65,50 23,66 10 1,75 17,5
NC 50 243,8 57,70 13,34 10 1,64 16,4
AM 50 159,2 57,30 12,74 10 1,75 17,5
BCh 50 206,1 79,30 36,95 10 1,85 18,5
BJ 50 158,5 62,00 19,35 10 1,83 18,3

Leyenda: BA: Blanca arete; NC: Negra collana; AM: Amarrilla marangani; BCh: Blanca choclera; BJ: Blanca Junin.
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Tabla 2. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico
liofilizado de semillas germinadas de cinco variedades de C. quinoa Willd.
“‘quinua”.

Metabolitos Variedad de quinua
secund Observaciones
arios NC BJ BA BCh AM
Fenoles + + + + + Verde tenle
Flavonoides + + + + + Rosa - melén

Triterpenos . .
Coloracion roja en

ylo + + + + + .
s la interfase
esteroides
Azucares + + + + + PreC|p|ta_do rojo
reductores ladrillo
Aminoéacidos + + + + + Precipitado azul
Taninos + + + + + Precipitado
. Presencia de
Saponinas + + + + +
espuma
Alcaloides + + + + + Precipitado

Leyenda: (+): presencia; (-): ausencia; NC: Negra collana; BJ: Blanca Junin; BA: Blanca
arete; BCh: Blanca choclera; AM: Amarrilla marangani.
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Tabla 3. Contenido de fenoles totales (mg GAE/g) y flavonoides (mg QE/g) de extractos de semillas germinadas de cinco variedades de

C. quinoa Willd. “quinua”.

Fenoles Totales
(mg GAE/g de

Flavonoides
(mg QE/g de extracto)

Relacién

flavonoides / fenoles

Variedad Extracto) totales
Sin liofilizar Liofilizado Sin liofilizar Liofilizado Iioﬁ:inzar Liofilizado
NC 366,17 + 8,16° 274,08 +8,99¢ 110,19 +7,98% 99,08 + 2,18¢ 0,30 0,36
BJ 223,67 + 8,210 245,54 + 7,69¢ 124,64 +3,54° 86,72 + 4,74P 0.56 0,35
BA 538,46 + 9,02¢ 269,50 + 8,869 224,36 +8,73° 87,00 + 2,30P 0,42 0,32
BCh 375,33 + 9,26¢ 178,67 + 7,662 111,03 +7,372 76,86 + 4,182 0,30 0,43
AM 205,73 + 8,522 226,79 +6,57° 113,11 +500% 93,81 + 3,68° 0,55 041

Leyenda: NC: Negra collana; BJ: Blanca Junin; BA: Blanca arete; BCh: Blanca choclera; AM: Amarrilla marangani.

ANBA: p>0.05

**Prueba de Tukey: Las letras indican diferencias significativas.
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de la hemdlisis en globulos rojos del extracto hidroalcohdlico liofilizado de cinco variedades de semillas
germinadas de C. quinoa Willd. “quinua”.

Porcentaje de inhibicion (%)

Concentracion

Blanco NC AM BA BCh BJ Dex Dic
100 mg/mL 0,000 86,23 +0.27¢ 87,19 +0,15¢ 86,56 +0,47¢ 87,44 +0,14¢ 87,02 0,419
250 mg/mL 0,000 83,73 £0,25¢ 84,48 +0,20¢ 83,98 +0,13¢ 85,27 +0,26° 84,31 +0,06¢ 62,48 £ 0,132 68,30 +1,32°
500 mg/mL 0,000 75,10 £+0,12¢ 78,06 +0,33¢ 76,31 £0,22¢ 78,56 £0,15¢ 77,02 +£0,55¢

Leyenda: NC: Negra collana; AM: Amarrilla marangani; BA: Blanca arete; BCh: Blanca choclera; BJ: Blanca Junin; Dex: dexametasona,; Dic: diclofenaco.
ANBA: p>0.05
**Prueba de Tukey: Las letras indican diferencias significativas.
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V. DISCUSION

Existen diversos estudios farmacolégicos de la semilla de Chenopodium quinoa
Willd. “quinua”, sin embargo, existe una amplia diversidad en cuanto a las
variedades y es por eso gue no se ha abarcado por completo el estudio de sus
propiedades farmacolégicas; esta diversidad esta marcada por su variabilidad
genética y sus caracteristicas morfolégicas son diferentes y la vez presentan un
diferente valor nutricional*?. En nuestro estudio las variedades analizadas fueron
Blanca choclera (BCh), Blanca arete (BA), Blanca Junin (BJ), Negra collana (NC)
y Amarilla marangani (AM), en forma germinados los cuales podrian tener
propiedades relevantes y con mucha utilidad para la industria farmacéutica,

cosmeéticas y sobre todo alimentaria.

En la Tabla 1 se reporta el incremento del peso de la semilla germinada y antes
de germinar, en donde se obtuvo que la variedad Blanca choclera (36,95%)
evidencié un mayor peso después de su germinacién, mientras que, la variedad
Amarilla marangani (12,74%) tuvo el menor incremento de peso. Esto podria
deberse a que las variedades tienen diferentes periodos de germinacion, las que
germinan mas rapido se llaman variedades precoces, por tanto, ganan mas peso
rapidamente, en relacion a las otras variedades, tal como reporta Laura.*3, que en
un estudio de campo la variedad de Amarrilla marangani presenté una rapidez en
el germinado, esto podria implicar mayor proporcién de peso, en nuestro caso la
variedad Blanca choclera fue la mas precoz. Esto podria deberse a las condiciones
ambientales que influyen en la germinacion de las semillas como la humedad, la
temperatura, luz, oxigeno entre otros. Asimismo, se observa el rendimiento de
extraccion realizada donde la variedad Blanca choclera también presenté mejor
rendimiento (18,5%), mientras que, la variedad Negra collana presentdé menor

rendimiento (16,4%). El aumento de peso se deberia al proceso germinativo de la
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semilla, puesto que, durante la germinacién ocurren eventos bioquimicos donde
intervienen hormonas y enzimas quienes activan el proceso germinativo, en
consecuencia aumentara el peso, volumen, contenido nutricional y compuestos
con caracteristicas antioxidantes (polifenoles)*, tal como se evidencian en los
reportes realizados por Aldana M.*® y Ampuero & Hallasi®, que reportan un
aumento en el contenido de fibra, humedad y capacidad antioxidante con la
disminucion del contenido de carbohidratos, lipidos y cenizas. El proceso
germinativo tiene un gran interés nutricional debido a alta concentracion de
sustancias bioactivas y micronutrientes que mejoran la biodisponibilidad y su
digerabilidad*’, también poseen altos contenidos en fitoquimicos en comparacion

con sus contrapartes maduras que a su vez son de gran valor medicinal.*®

En la Tabla 2 se observan los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico
donde se obtiene que las cinco variedades de C. quinoa Willd. “quinua”, mostraron
la presencia de fenoles totales, flavonoides, triterpenos, azulcares reductores,
aminoacidos, taninos y saponinas. Con respecto a la identificacion de fenoles la
literatura reporta que en la semilla de quinua se han identificado alrededor de 29
compuestos fendlicos derivados del 4cido benzoico (a4cido benzoico, acido galico,
acido protocatecuico, acido siringico, acido vanilico) y del &cido cinamico (acido
cafeico, 4cido clorogénico, acido cumarico, acido ferdlico, acido rosmarinico, acido
sinapinico)*®, asi mismo, un reporte cuantificé 251.5 mg/g de &cido ferdlico, 0.8
mg/g acido p-coumarico y 6.31 mg/g de acido cafeico®, coadyuvando con la
informacion del alto contenido de acidos fendlicos en semillas de quinua. En caso
de los flavonoides se han identificado flavonoles derivados del kaempferol,
miricetina, quercetina, catequina, epicatequina, epigalocatequina; flavanonas
como la hesperidina, neohesperidina y naringenina; entre isoflavonas se identificd
a la biocanina A, daidzeina, genisteina®®; otro estudio cuantifico taninos
reportando la presencia en un intervalo de 23,0 a 31,0 mg 100g* en semillas de
quinua®!, los taninos catéquicos derivado de las catequinas, son un tipo de
compuestos fendlicos que producen coloraciones verdes con el cloruro férrico, por
otro lado, las principales saponinas y triterpenos identificadas en diversas
variedades de quinua de coloracién roja, blanca y negra se identificaron
triterpenoides como la fitolacagenina, hederagenina y el 4cido oleandlico®?; segin
Gonzéles y col.®®, indica que en el pericarpio de las semillas es donde se
encuentran las saponinas, considerados como el principal factor anti nutricional,

quienes ofrecen caracteristicas peculiares como el sabor amargo y la generacion
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de espuma al momento de agitarse en solucién acuosa. La cantidad de saponinas
cuantificadas estara influida de acuerdo al tipo de variedad de los granos de
quinuad, por ejemplo, en nuestro resultado de la identificacibn de saponinas,
donde, la variedad amarilla marangani presentdé mayor formaciéon de espuma, a
diferencia de las otras variedades que tienen una minima presencia de este
compuesto como el caso de la variedad blanca choclera, blanca arete, blanca
Junin y negra collana, lo cual podria ser que las que las variedades coloreadas
presentan mayor saponinas que las no coloreadas, en cuanto a los alcaloides un
estudio identifico y caracterizé la trigonelina® producido por la metilacién de la
niacina, si bien es cierto que el ensayo de Mayer es para identificar alcaloides, sin
embargo, la presencia de aminoacidos o péptidos, también pueden producir
precipitados que aparentemente se deberia a la presencia de alcaloides, el cual
fue corroborado con el ensayo de la ninhidrina. Si bien es cierto que
aparentemente las cinco variedades estudiadas tienen la misma composicion
cualitativa, sin embargo, cuantitativamente podrian ser diferentes. Estos
resultados fueron corroborados con resultados similares descritos por Mendoza y
Enciso®, quienes adicionalmente realizaron la descripcién de la composicién
gquimica de otras variedades de quinua, entre las cuales, se encuentran:; Blanca
cholito, Negra coito y Roja pasankalla; reportando la presencia de fenoles,

flavonoides, taninos, saponinas, terpenos y alcaloides, respectivamente.

En la Tabla 3 se muestran el contenido de fenoles totales y flavonoides de los
extractos de semillas germinadas liofilizadas y sin liofilizar. En los extractos
liofilizados observamos que, para fenoles totales, las variedades Negra collana
(274,08 + 8,89 mg GAE/g de extracto liofilizado) y Blanca arete (269,50 + 8,86 mg
GAE/g de extracto liofilizado) mostraron un mayor contenido, mientras que, en los
extractos no liofilizados las variedades Blanca arete (538,46 + 9,02 GAE/g de
extracto seco) y Blanca choclera (375,33 + 9,26 mg GAE/g de extracto seco)
maostraron un mayor contenido. Se observa que aparentemente, en los extractos
liofilizados se reduce el contenido de fenoles totales, sin embargo, esto podria
deberse a que se utilizé la maltodextrina DH 10 al 15%, un agente encapsulante,
el cual, incrementa el peso del extracto liofilizado, pero reduce el contenido de
extracto encapsulado por dicho agente. En el caso de la variedad Blanca arete,
en ambos casos, extracto liofilizado y sin liofilizar, tuvo un mayor contenido de
fenoles totales, sin embargo, aparentemente inferior que el extracto liofilizado de

la variedad Negra collana, pero estadisticamente fueron similares (Anexo 16). No
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existen reportes del contenido de fenoles totales en extractos liofilizados, por
tanto, esta investigacion constituye el primer reporte. Enciso y col.>*, reportaron el
contenido de fenoles totales en el extracto metandlico de germinado de las
semillas de veinte variedades, entre las cuales, se encuentran Blanca Junin (23,32
+ 1,63 mg EAG/g de extracto), Negra collana (28,58 + 1,21 mg EAG/g de extracto)
y Amarilla marangani (27,98 + 0,70 mg EAG/g de extracto). Las diferencias con
nuestros resultados, pueden deberse al tipo de extracto analizado, en nuestro
caso fue un extracto hidroalcohdlico, mientras que, dichos autores utilizaron un
extracto metandlico, otra razon, podria ser por el tipo calculo empleado en la
determinacion del contenido de fenoles totales. Asimismo, Lope?3, también estudio
el contenido de fenoles totales en extractos hidroalcohdlicos de germinados de la
semilla de quinua, en las cuales, reportd para la variedad Negra collana el
contenido de (28,58 + 1,21mg EAG/g), similar al reportado por Enciso y col.>
También, Choque et al.*®, reporta que las variedades Roja pasankalla y Negra
collana presentaron (417,75 + 1,78 y 403,30 £ 4,74 mg GAE/100 g) en cuanto al

contenido de fenoles totales.

Por otro lado, estudios que determinaron el contenido de compuestos fendlicos de
a partir de extractos obtenido de la semilla de quinua sin germinar se evidencia,
Chairez-Huerta et al.>®, en su estudio de cuatro variedades de quinua la amarrilla
marangani muestra el mayor contenido en fenoles (102,54 + 5,28 mg GAE/100g)
en razén a las otras variedades; Repo-Carrasco y Encina?, también en su
determinacién del contenido fendlico en quince variedades de quinua obtuvo un
mayor contenido por la variedad PIQ031046 (139,94 + 1,80 mg GAE/100g);
resultados inferiores a nuestras semillas germinadas lo cual las diferencias con
nuestros resultados, pueden deberse al tipo de extracto analizado, en nuestro
caso fue un extracto hidroalcohdlico liofilizado, también podria ser por el tipo de
calculo empleado en la determinacién del contenido de fenoles totales, Park y
col.®’, en su estudié de muestras provenientes de Korea, EEUU y de Per( obtuvo
resultados (14,50 + 0,12; 16,28 + 0,17 y 15,33 + 0,10 mg GAE/100g) de material
seco para fenoles, respectivamente. Estas diferencias probablemente se deban a
que durante el proceso germinativo genera una elevacion de los polifenoles tal
como se evidencia en estudios realizados del contenido fendlico a diferentes
tiempos de germinacion desarrollados por Aguilar J.% y Carciochi R.°, que indican
que los polifenoles podrian ser removidos por una movilizacién de los mismos

desde la parte epidérmica (tegumento) hacia el liquido del remojo por lixiviacion,
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puesto que la gran mayoria de los polifenoles se encuentran situadas
externamente en capas de recubrimiento de la semilla ®©; Campos et al.®!, en su
estudio también concluyé que la germinacion en condiciones éptimas (42h y 20°C)
se obtiene como resultado el aumento 1,8 veces del contenido polifendlico, que a
su vez mostraria una concentracién mayor de flavonoides, sin embargo, el alto
contenido polifendlico también dependera de la variedad de quinua. Por otro, lado
Kim et al.®2, menciona que desde un enfoque nutricional la germinacién de granos
es mucho mejor que las semillas que no son germinadas. Choque y col.®®, indica
gue el aumento de polifenoles durante la germinacion es debido a que los granos
de quinua sufren estrés biético y abidtico durante la germinacion, lo que induce la
formacion de especies reactivas al oxigeno (ROS), por ello la formacion de
polifenoles son vitales para proteger los granos durante la germinacién y para las
funciones bioquimicas y fisioldgicas de los brotes, liberando agliconas debido a la
actividad enzimatica, lo que se implica en un aumento de fenoles. Suarez y col.®,
en su estudio reporta que la cantidad de fenoles totales aumento progresivamente
durante la brotacion, lo que implica que al brotar la fraccién fendlica libre aumenta
a expensas de los compuestos fenodlicos que se unen a las paredes celulares, sin
embargo, la fraccién unida disminuye a medida que aumentd la duracién de la
germinacion.®® Dentro de estudios que caracterizaron los compuestos fendlicos,
en un estudio se identificaron alrededor de 102 compuestos flavonoides (2
chalconas, 7 dihidroflavonas, 3 dihidroflavonoles, 38 flavonas, 48 flavonoles y 6
flavonoides carbondsidos); como también 97 compuestos fendlicos en sus formas
agliconas®, también contiene saponinas donde se reportan alrededor de 40 tipos
de saponinas y entre las principales se tiene al &cido oleandlico, &cido
fitolocagénico, 30-O-metil espergulagenato y hederagenina; componentes
destinados como coadyuvantes inmunoldgicos, detergentes, etc., componentes
de gran relevancia por presentar propiedades hemoliticas, antitumorales y la
capacidad de reducir los niveles de colesterol sanguineo, también se reporta el
contenido de acido fitico, taninos (parte de los polifenoles), oxalato, componente

inhibidor de la tripsina®.

Por otro lado, también en la Tabla 3, se muestra el contenido de flavonoides en
extractos hidroalcohdlicos del germinado de la semilla de quinua, tanto liofilizado
y sin liofilizar. Se observa que el contenido de flavonoides en el liofilizado de las
variedades Negra collana (99,08 + 2,18 mg QE/g de extracto liofilizado) y Amarilla

marangani (93,81 + 3,68 mg QE/g de extracto liofilizado), respectivamente, fueron
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superiores a las otras variedades; mientras que, en los extracto no liofilizados las
variedades Blanca arete (224,36 + 8,73 mg QE/g de extracto seco), Blanca Junin
(124,64 * 3,54 mg QE/g de extracto seco) y Amarrilla marangani (113,11 + 5,00
mg QE/g de extracto seco), respectivamente, fueron superiores al resto de
variedades. En este caso, solamente el liofilizado de las variedades Blanca Junin
y Blanca arete, tuvieron estadisticamente el mismo contenido de flavonoides. En
el caso de la variedad Amarilla marangani, en ambos casos, extracto liofilizado y
sin liofilizar, tuvo un mayor contenido de flavonoides (Anexo 19 y 20). De la misma
forma que el contenido de fenoles totales en extractos liofilizado, no existen
reportes del contenido de flavonoides en extractos liofilizados, por tanto, esta
investigacion seria el primer reporte. Enciso y col.>4, también reportan el contenido
de flavonoides en el extracto metandlico sin liofilizar para las variedades Amarilla
marangani (13,52 + 0,44 mg QE/g de extracto), Negra collana (13,44 + 0,58 mg
QE/g de extracto) y Blanca Junin (11,52 + 0,26 mg QE/g de extracto). En nuestro
caso, el extracto sin liofilizar de la variedad Blanca arete (224,36 + 8,73 mg QE/g
de extracto), tuvo el mayor contenido de flavonoides, respecto a las otras
variedades. Aparentemente, no existe una correlacion entre el contenido de
flavonoides reportado por dicho autor, en relacién a nuestros resultados, porque
segun Enciso y col.>, las variedades coloreadas tuvieron mayor contenido de
flavonoides. Estas diferencias podrian ser mas de tipo agronémico, deben
probablemente a las condiciones del cultivo, al tipo de semilla, tipo de suelo, fecha

de siembra, clima, época de lluvia y fecha de cosecha.

Al determinar la relacién entre el contenido de flavonoides respecto a los fenoles
totales, se observé que en las variedades Blanca choclera y Amarilla marangani
tienen un mayor contenido de flavonoides en relacién al contenido de fenoles
totales para los extractos liofilizados, mientras que, las variedades Blanca Junin y
Amarilla marangani en extractos no liofilizadas tuvieron mayor contenido de

flavonoides en relacién al contenido de fenoles totales.

Para evaluar las diferencias entre el contenido de fenoles totales en las variedades
evaluadas, se realizo el andlisis varianza con un nivel de significancia de p <0,05,
hallandose que existen diferencias significativas en los extractos liofilizados y
extractos sin liofilizar (Anexo 15). De la misma forma, se realiz6 para el contenido
de flavonoides en extractos liofilizados y sin liofilizar (Anexo 18). Se puede

observar que en algunos casos hay disminucién del contenido de fenoles totales
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en los extractos sin liofilizar y liofilizados (Negra collana, Blanca arete y Blanca
choclera), mientras que, en las variedades Blanca Junin y Amarilla marangani se
puede apreciar que no hay cambios significativos. En el caso de los flavonoides,
si se observa una disminucién en su contenido en todas las variedades cuyos
extractos han sido liofilizados. La explicacién, podria ser que la maltodextrina haya

encapsulado en exceso estas moléculas, afectando su deteccion cuantitativa.

En los resultados del contenido de fenoles y flavonoides se observa que los
valores de las muestras sin liofilizar son superiores a los valores obtenidos en las
muestras liofilizadas, esto se debe quiza a la presencia de la maltodextrina que se
utilizé para la liofilizacién, donde cumple la funcion de microencapsulaciéon los
componentes bioactivos del extracto creando una pelicula protectora, esta
variacion en los resultados se podria deber a la influencia de la temperatura en el
secado por aspersion y la concentracidbn de maltodextrina que influyen en los
compuestos fendlicos.®® El proceso de secado puede afectar el contenido y la
actividad que puedan presentar los compuestos fendlicos presentes en el
extracto®’, por ello se realizé la liofilizacion para asegurar la retencion de
compuestos bioactivos de los extractos, esto corrobora estudios realizados Moo y
col.®8, que obtiene buenos resultados del contenido polifenoles de sus muestras
liofilizadas. Por otro lado, entre las ventajas que proporciona liofilizar es la facilidad
de la manipulacién del liofilizado respecto del extracto, porque, mientras el
extracto se presenta en forma resinosa y probablemente heterogénea, el liofilizado
se presenta en forma de polvo y se pueden obtener fracciones mas homogéneas,
asi mismo, de Souza y col.®®, mencionan que los agentes encapsulantes como la
maltodextrina utilizada en nuestro trabajo, pueden preservar el contenido fendlico
de los extractos después del proceso de liofilizacién, tal como se muestran en
nuestros resultados se evidencié que hay una disminuciéon en el contenido de
fenoles y flavonoides con respecto a las muestras liofilizadas, sin embargo, estas
disminuciones son inferiores al 50% del resultado que presentan las muestras sin
liofilizar, esta variacion podria estar relacionada con varios factores, como la
humedad de la muestra, la complejidad del material seco o la higroscopicidad’®,
incluso se menciona el uso de la maltodextrina en la encapsulacion de
compuestos debido a su proteccién contra la oxidaciéon’, datos que concuerdan
por lo mencionado por Ballesteros y col.”?, que los procesos de liofilizacion o
atomizacion y el material de recubrimiento utilizado (maltodextrina, goma ardbiga

0 una mezcla de ambos), proporcionaran factores de gran relevancia en la
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encapsulacion de los compuestos fendlicos, y que la maltodextrina es el material
mas apropiado para la conservacion de dichos compuestos proporcionando los
mayores porcentajes de retencién de compuestos fendlicos y flavonoides; de esta
manera preservamos también su actividad farmacolégica que presenten los

compuestos.

En la Tabla 4, se reporta el porcentaje de inhibicion de la hemolisis de glébulos
rojos a partir de los extractos liofilizados de las cinco variedades de C. quinoa
preparados de diferentes concentraciones, dando como resultado que a la
concentracion de 100mg/mL, se logré un buen porcentaje de inhibicion de la
hemdlisis de glébulos rojos bajo condiciones hipotonicas con respecto a las
concentraciones de 250mg/mL y 500 mg/mL para las cinco variedades de C.
quinoa Willd. “quinua”, sin embargo, la variedad Blanca choclera muestra un
resultado mayor con respecto a las otras variedades a las tres concentraciones,
evidenciando un porcentaje de 87,44%, 85,27% y 78,56% de inhibicion hemolitica
para las concentraciones de 100, 250 y 500 mg/mL, respectivamente. Mientras
que, la variedad negra collana tuvo menor efecto protector que las demas
variedades estudiadas. El anadlisis de varianza (ANOVA), con un nivel de
significancia de p<0,05 (Anexo 21), muestra que, para las tres concentraciones
ensayadas y los estandares, existen diferencias significativas, es decir, todos
tuvieron el efecto inhibitorio de la hemdlisis de modo diferente. La prueba de
comparaciones multiples de Tukey (Anexos 22, 23 y 24), evidencian que, a las
concentraciones ensayadas, los extractos liofilizados del germinado de las cinco
variedades tuvieron mejor efecto que el diclofenaco y la dexametasona; y entre
las variedades, la Blanca choclera tuvo mejor actividad y la Negra collana tuvo
menor efecto inhibitorio de la hemdlisis. Si bien es cierto que, todas las variedades
dieron positivo para la prueba de saponinas, metabolitos secundarios con
actividad hemolitica, sin embargo, la presencia de fenoles totales y de flavonoides
en las cinco variedades (Tabla 3) podrian ejercer un efecto protector de la
membrana del eritrocito, impidiendo la hemdlisis, en la cual, se destaca que el
extracto liofilizado de la variedad blanca choclera tiene una elevada proporcion de
flavonoides en relacién a los fenoles totales. Los fenoles y los flavonoides se
caracterizan por tener efecto sobre el metabolismo del acido araquidénico e inhibir
la liberaciébn de las prostaglandinas, que es el mecanismo de accion del
diclofenaco y en esta investigacion también se ha evidenciado una mejor

respuesta inhibidora de la hemdlisis por parte del diclofenaco en relacion con la
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dexametasona. Asimismo, es conocido que la semilla de quinua contiene
triterpenos, los cuales también han evidenciado tener actividad antiinflamatoria por
un mecanismo similar a la dexametasona. En la presente investigacion no se ha
realizado la determinacién del contenido de triterpenos, el cual, queda como un
reto para futuras investigaciones. Mendoza y Enciso®, también reportaron el
estudio de la actividad antinflamatoria en el extracto hidroalcohdlico sin liofilizar
para las variedades Amarilla marangani 69,20 % y Negra collana 81.59% en lo
cual podemos observar que nuestros resultados de extractos hidroalcohdlicos
liofilizados son superiores a lo reportado por dichos investigadores. Esto se puede
explicar de la siguiente manera, en los extractos no se podria garantizar una
distribucion uniforme de su contenido, mientras que, cuando se realiza el
empaquetamiento molecular con la maltodextrina DH 10 al 15%, primero se realiz
la mezcla utilizando un agitador magnético y luego se homogeniz6 con un
sonicador, de esa forma, logramos tener una muestra homogénea antes de ser
liofilizado. El interés de realizar este ensayo con concentraciones crecientes del
extracto hidroalcohdlico liofilizado, fue para evaluar el efecto dosis respuesta, es
decir a mayor concentracién, mejor efecto, sin embargo, los resultados muestran
una relacion inversa, a mayor concentracion menor efecto. Esto podria deberse,
a que los receptores en la membrana de los glébulos rojos son saturados a una

determinada concentracion y la adicién de mas extracto, no significa mayor efecto.

La actividad antiinflamatoria que se reporta en el ensayo in vitro a partir de los
extractos liofilizados de semillas germinadas de C. quinoa Willd. “quinua” en
realizadas en cinco variedades de semillas, se podria deber a los componentes
polifendlicos, esencialmente a componentes del grupo de los flavonoides que ya
tienen diversos estudios que indican presentar actividades farmacol6gicas como
antioxidantes, citoprotectores, antiinflamatorias, etc.”®’4, por otro lado algunos
flavonoides ya identificados en otra variedad de quinua como el caso de
compuestos que ya tienen estudios previos con capacidad antiinflamatoria como
el caso de los derivados de la quercetina’, kaempferol’®, flavonoides metoxilados
como los derivados glicosilados del isorhamnetina’ 8, componentes identificados
en otras variedades de quinua que guardan similitudes con nuestras variedades,
es por ello que se puede inferir que debido a estos compuestos en que el extracto
liofilizado presenta actividad antiinflamatoria in vitro. Por otro lado, también
mencionar que los flavonoides con caracteristicas hidrofobicas tienen afinidad

sobre la membrana celular brindando una mejor proteccion frente a agentes
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oxidantes que desestabilizan la membrana celular y estos son flavonoides
metoxilados, en cambio los flavonoides hidrofilicos podrian actuar mediante una
adherencia a la membrana por enlaces de hidrégeno y asi brindar proteccion

frente a otros agentes’®.

La germinacion podria ser utilizado como una estrategia con el objetivo de
incrementar la presencia de compuestos bioactivos como fenoles, antocianinas,
flavonoides y los nutricionales; no solo en pseudocereales como la quinua, sino
también en leguminosas, cereales, etc., esto podria implicar un desarrollo
sostenible para aprovechar mejor su contenido con fines nutricionales y

terapéuticos.8%8!

En consecuencia, se ha evidenciado que los fenoles totales y flavonoides
presentes en el extracto liofilizado del germinado de las semillas de cinco
variedades de quinua, tuvieron un efecto protector sobre la membrana de los
glébulos rojos, pero que no fue influenciado por la concentracion y mostraron
mejor efecto que los estandares diclofenaco y dexametasona, utilizados en esta

investigacion.
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VI. CONCLUSIONES
Los extractos hidroalcohdlicos liofilizados del germinado de semillas de las
variedades Negra collana, Blanca Junin, Blanca arete, Blanca choclera y
Amarrilla marangani de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”, presentaron
actividad antiinflamatoria in vitro.
El extracto hidroalcohdlico liofilizado de la variedad Blanca choclera mostro
mejor porcentaje de inhibicion de la hemdlisis de globulos rojos a
concentraciones de 100, 250 y 500 mg/mL, obteniéndose 87,44% + 0,14;
85,27% + 0,26 y 78,56% * 0,15, respectivamente.
Los extractos liofilizados de las variedades Negra collana y Blanca arete
presentaron un mayor contenido de fenoles totales con 274,08 + 8,99 y
269,50 + 8,86 mg GAE/g de extracto, respectivamente.
Las variedades Negra collana y Amarrilla marangani presentaron un mayor
contenido de flavonoides con 99,08 + 2,18 y 93,81 + 3,68 mg QE/g d

extracto, respectivamente.
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VII.RECOMENDACIONES
Realizar el aislamiento y la cuantificacién de los metabolitos secundarios
presentes en las variedades de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”
estudiadas responsables de la actividad antiinflamatoria in vitro.
Determinar el contenido de saponinas vy triterpenos; y su relacion con la
actividad antiinflamatoria in vitro.
Desarrollar estudios in vivo para corroborar la actividad antiinflamatoria de
los extractos liofilizados obtenidos de las variedades de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua” estudiadas.
Desarrollar posibles formas farmacéuticas a partir de los extractos
germinados de las variedades de quinua, para poder ser estudiadas para
complementar la dieta nutricional a base del germinado de Chenopodium
quinoa Willd. “quinua” y como también como terapia alternativa para
afecciones antiinflamatorias.
Realizar estudios por UHPLC-MS para caracterizar los compuestos
presentes en el extracto liofilizado del germinado de las variedades de

Chenopodium quinoa Willd. “quinua” de nuestro estudio.
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Anexo 1. Constancia de identificacion botanica.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Rocio, CISNEROS VASQUEZ,
ha solicitado la identificaciéon de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacién de Cronquist. A. 1988. siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE

ORDEN : CARYOPHYLLALES

FAMILIA : CHENOPODIACEAE
GENERO : Chenopodium

ESPECIE ! Chenopodium quinoa Willd.
N.V. 2 “quinua”

Se expide la certificacién correspondiente a solicitud de |a interesada
para los fines que estime conveniente,

Ayacucho, 21 de Diciembre del 2 022

BIOLOGA
Reg, C.BP. N° 583 CR. - XTI
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Anexo 2. Flujograma de obtencion del germinado de las semillas.
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Anexo 3. Flujograma del procedimiento para la obtencion del extracto
hidroalcohdélico a partir de semillas germinadas

10 g muestra
C::' triturada

‘ Extraccion 1 |:> |

' <:| L Centrifugacion ‘

|

\ Liofilizado

Obtencién
final

Extracto hidroalcohdlico liofilizado de quinua.
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Anexo 4. Procedimiento realizado para el tamizaje fitoquimico.

Caracteristica

Resultado

Ensayo Reactivos positiva
(tedricamente)
Cloruro 2mL Mp + Rojo — vino
Férrico 3 gotas e Verde — intenso
FeCls
2mL Mp +
4 gotas Coloracion
Shinoda HCI + amarrillo, naranja,
pedazo de carmelita o rojo.
Mg.
2mL Mp +
Azucares 4 gotas de L
reductores sol._ Colorac_lon
Benedict benedict naranja
(bafio
maria).
2mL Mp +
Aminoécidos . 2r_nl__ Color azul
Ninhidrina n|nh|dr|r1a violaceo
(2%, bafio ’
maria)
2mL Mp+ e Rosado — azul
1mL de rapido
anhidrido e Verde intenso —
Terpenos acético + visible rapido
gotas de e Verde oscuro —
H2S04 negro final
ami e Clesendace
Saponinas ﬁOronL perdura més de
2@ 10 minutos
2 mL Mp +
2 mL de .
Taninos sol. de Presgnqa de
gelatina precipitado
(1%)
Presencia:
2mL Mp+ e Opalescencia
HCI + e turbidez
Mayer reactivo de definida
Mayer. e precipitado
COposo0.
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Anexo 5. Flujograma del procedimiento para la determinacién del contenido de
fenoles totales.*®

Fenoles Totales
Método de Folin -

Ciocalteau

Curva de
calibracion

Pesar 50 mg
de Acido galico
|

Aforara 25 mL
con MeOH

Tomar alicuotas de
0.0, 0.05,0.1, 0.15,
| 0.2,0.25y 0.3 mL

Aforara 10 mL
con MeOH

|
Seguir con el

tratamiento de
la muestra

- ]

Preparacion de
muestras

Tomar 150 pL
de muestra

Adicionar 2400
uL de H20

Agregar 150 uL de
Folin - Ciocalteu

Agitar por 5 miny
dejar reaccionar
por 3 min

e oy

Adicionar 300 pL
de carbonato de
sodio 1 N

lcubar a Tamb en la
oscuridad por 2 h

-

Medir absorbancias a
725 nm
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Anexo 6. Muestras, materiales y reactivos utilizados para la cuantificacion de
fenoles totales.

Muestras de quinua. Espectrofotometro

Muestras
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Anexo 7. Curva de calibracion de &cido gélico. Laboratorio de Farmacognosia.
0,300

0,250

o
N
o
S
@

e 3

0,100 Q y =0,004x + 0,0168
R2 = 0,9906

Absorbancias
o
H
(6]
o

0,050
0,000 ®

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00
Concentracion (ug/mL)
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Anexo 8. Flujograma del procedimiento para la determinacion del contenido de

flavonoides.®°

Cuantificacién
Flavonoides

Curva de
calibracién

[

Pesar 50 mg de quercetina,
aforar en 50 mL con MetOH

Tomar 10 mL y aforar en fiola
de 50 mL con H20 destilada

Tomar alicuotas en tubos de
ensayo alicuotas de 0.0, 0.2,
04,06,08y1.0mL
completando a 1 mL con H 20
destilada a cada tubo

Afiadir 150 L de nitrito
sodio al 5%, vortex y

reposo por 5 min

Afiadir 150 pL de cloruro
de aluminio al 10%, vortex

y reposo por 6 min

Afiadir 2 mL de NaOH al 4% vy
1,7 mL de H20 destilada,
vortex y reposo por 15 min

Leer absorbancias a
510 nm

Preparacién de
muestras

Tomar 150 pL de
muestra completar a 1
mL con H20 destilada

Afiadir 150 pL de nitrito
de sodio al 5%, vortex y

reposo por 5 min

Afiadir 150 pL de cloruro de
aluminio a 10%, vortex y

reposo por 6 min

Afadir 2 mL de NaOH al 4%
y 1,7 H20 destilada, vortex y
reposo por 15 min

Leer absorbancias a
510 nm
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Anexo 9. Muestra, materiales y reactivos utilizados para la cuantificacion de
fenoles totales.

Muestras de quinua. Espectrofotémetro.

Muestras.
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Anexo 10. Curva de calibracion de quercetina. Laboratorio de Farmacognosia

0,450
0,400
0,350 :
0,300 e
&)
S 0,250 o
£
3 0,200

0,150 & y=0,002x + 0,0067
R? = 0,9967

Abs

0,100
0,050

0,000 &
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0

Concentracion (ug/mL)
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Anexo 11. Protocolo para determinar la actividad antiinflamatoria in vitro.°

Paso Procedimiento

1 Colectar muestra de sangre de la vena cubital de un voluntario

sano

2 Mezclar con la solucion Alsever con igual volumen

3 Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos

4 Realizar el lavado del paquete celular por triplicado con solucion
salina isotonica
Preparar una suspension de glébulos rojos al 10% (p/v) en

5 solucién salina isotonica
Seguir el siguiente esquema
Muestra/farmaco
: Blanco  Control .
Reactivo (mL) (mL) de referencia
(mL)
Buffer fosfato pH 7,4 1,0 1,0 1,0
Solucién isotonica (NaCl 2,5 2,0 1,0
0,9%)
Muestra/farmaco de - - 1,0
referencia (en lugar de
NaCl 0,9%)
Suspensién de glébulos - 0,5 0,5
rojos 10% (p/v)
Solucién hiposalina (NaCl 2,0 2,0 2,0
0,45%)
Se incubaron (blanco, control y muestra) a 37°C durante 30
minutos

8 Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos
9 Leer el contenido de hemoglobina en el sobrenadante a 560 nm
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Anexo 12. Declaracion jurada de consentimiento informado.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

DECLARACION JURADA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Yo, Tsael (P’ALOM ino  Vargw , identificado con DNl 42 53434
A través del presente documento, expreso mi voluntad de participar en la investigacicn
titulada: “Actividad antiinflamatoria in vitro del extracto hidroalcohdlico licfilizade de
cinco variedades de semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willc "quinua
Habiendo sido informado(a) del propésito de la misma, asi como de los objetives y

teniendo la confianza de que la informacion recogida, sera unica y exclusivaments para

fines de la investigacion en mencion. Ademas, se me ha explicado que los resultades

obtenidos seran totalmente confidenciales, y que se guardara el anonimato ce M

identidad.

Por lo tanto, en forma consciente y voluntaria doy mi consentimiento para ser parte de!

presente estudio.

Ayacucho 10 de abril de 2023

@ik

Firma del investige 307

Firma del participante

ONI: Y233 o34 | o TR
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Anexo 13. Declaracion jurada de consentimiento informado.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

DECLARACION JURADA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, Ruth yesica Lopes Mouvriad identificado con DNI 1222652
A través del presente documento, expreso mi voluntad de participar en la investigacion
titulada: “Actividad antiinflamatoria in vitro del extracto hidroalcohdlico liofilizado de
cinco variedades de semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua’

Habiendo sido informado(a) del propésito de la misma, asi como de los objetivos y
teniendo la confianza de que la informacion recogida, sera unica y exclusivamente para
fines de la investigacién en mencion. Ademas, se me ha explicado que los resultados

obtenidos seran totalmente confidenciales, y que se guardara el anonimato de mi

identidad.

' _ : i del
Por lo tanto, en forma consciente y voluntaria doy mi consentimiento para ser parte

presente estudio.

Ayacucho, 10 de abril de 2023

Wy 0000 e y

"""""" Firma del investigador

Firma del participante

DNI: 9222652

DNI: 70759551
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Anexo 14. Materiales, disoluciones y equipos empleados para determinar la
actividad antinflamatoria in vitro.

Extraccién de sangre.

Solucién de eritrocitos.

Solucién de eritrocitos con muestras de
extracto de quinua.

Bafio Maria
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Anexo 15. Analisis de varianza (ANOVA), del contenido de fenoles totales de los
extractos liofilizados y no liofilizados de semillas germinadas de cinco variedades
de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.

ANOVA
Suma de | Media = Sj
cuadrados 9 cuadrética 9-
Entre 47945,663 4 11986,416 187,058 0,000
mg grupos
GAE/g Dentro de 2242,752 35 64,079
liofilizado grupos
Total 50188,415 39
Entre 582907,945 4 145726,986 1950,146 0,000
mg grupos

GAE/g no Dentro de 2615,417 35 74,726
liofilizado grupos
Total 585523,361 39

Anexo 16. Test de Tukey realizado al contenido de fenoles totales de los extractos
liofilizados de semillas germinadas de cinco variedades de quinua.

Fenoles totales mg GAE/g (muestras liofilizadas)
Subconjunto para alfa = 0.05

Variedad N a b c d
Blanca 178,67
3
choclera
Amarrilla 3 226,79
marangani
HSD Blanca 3 245,54
Tu keya Junin
Blanca arete 3 269,50
Negra 3 274,08
collana
Sig. 1,000 1,000 1,000 0,782

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 8,000.
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Anexo 17. Prueba de comparaciones mdltiples de Tukey del contenido de fenoles
totales de los extractos no liofilizados de semillas germinadas de cinco variedades
de quinua.

Fenoles totales mg GAE/g (muestras no liofilizadas)
. Subconjunto para alfa = 0.05
Variedad N
a b c d
Amarrilla 205,73
marangani

Blanca Junin

HSD Negra collana
Tukey® Blanca choclera
Blanca arete 538,46
Sig. 1,000 1,000 0,234 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 8,000.

223,67
366,17
375,33

w w w w w

Anexo 18. Andlisis de varianza (ANOVA), del contenido de flavonoides de los
extractos liofilizados y no liofilizados de semillas germinadas de cinco variedades
de quinua.

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
mgQE/g Entre grupos 2246,436 4 561,609 44,215 0,000
Liofilizado  pentro de 444,563 35 12,702
grupos
Total 2690,999 39
mgQE/g Entre grupos 77983,122 4 19495,780 420,883 0,000
No Dentro de 1621,240 35 46,321
Liofilizado  grupos
Total 79604,362 39

68



Anexo 19. Test de Tukey realizado al contenido de flavonoides de los extractos
liofilizado de semillas germinadas de cinco variedades de quinua.

Flavonoides mg QE/g (muestras liofilizadas)

Variedad N Subconjunto para alfa = 0.05
a b c d
HSD  Blanca 3 76,86
Tukey? choclera

Blanca 3 86,72
Junin
Blanca 3 87,00
arete
Amarrilla 3 93,81
marangani
Negra 3 99,08
collana
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias paralos grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 8,000.

Anexo 20. Test de Tukey realizado al contenido de flavonoides de los extractos
no liofilizados de semillas germinadas de cinco variedades de quinua.

Flavonoides mg QE/g (muestras no liofilizadas)

Variedad N Subconjunto para alfa = 0.05
a b c

HSD Blanca 3 110,19
Tukey? choclera

Negra 3 111,08

collana

Amarrilla 3 113,11

marangani

Blanca 3 124,64

junin

Blanca 3 224,36

arete

Sig. 0,910 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 8,000.
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Anexo 21. Analisis de varianza (ANOVA), de la actividad antiinflamatoria de los
extractos liofilizados de cinco variedades de quinua a concentraciones
determinadas.

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
100 ug/mL  Entre 1907,774 6 317,962 3795,139 0,000
grupos
Dentro de 1,173 14 0,084
grupos
Total 1908,947 20
250 ug/mL  Entre 1488,363 6 248,060 6505,731 0,000
grupos
Dentro de 0,534 14 0,038
grupos
Total 1488,896 20
500 ug/mL Entre 600,324 6 100,054 1215,342 0,000
grupos
Dentro de 1,153 14 0,082
grupos
Total 601,477 20

Anexo 22. Test de Tukey de la actividad antiinflamatoria de 100 ug/mL a partir de
los extractos liofilizados de cinco variedades de quinua.

100 ug/mL
Variedad N Subconjunto para alfa = 0.05
a b c D e

HSD Dexametasona 3 62,48
Tukey? .

Diclofenaco 3 68,30

Negra collana 3 86,22

Blanca arete 3 86,56

Amarrilla 3 87,02

marangani

Blanca junin 3 87,19

Blanca 3 87,44

choclera

Sig. 1,000 1,000 0,055 0,181 0,585
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Anexo 23. Test de Tukey de la actividad antiinflamatoria de 250 ug/mL a partir de

los extractos liofilizados de cinco variedades de quinua.

250 ug/mL
Variedad Subconjunto para alfa = 0.05
a b c D E

HSD Dexametasona 3 62,48
Tukey? Diclofenaco 3 68,30

Negra collana 3 83,73

Blanca arete 3 83,98

Amarrilla 3 84,48

marangani

Blanca junin 3 84,48

Blanca choclera 3 85,27

Sig. 1,000 1,000 0,705 0,082 1,000

Anexo 24. Test de Tukey de la actividad antiinflamatoria de 500 ug/mL a partir de

los extractos liofilizados de cinco variedades de quinua.

500 ug/mL
Variedad Subconjunto para alfa = 0.05
a b c D e
HSD Dexametasona 3 62,48
a

Tukey Diclofenaco 3 68,30

Negra collana 3 75,10

Blanca arete 3 76,31

Amarrilla 3 77,06

marangani

Blanca junin 3 78,02

Blanca choclera 3 78,56

Sig. 1,000 1,000 1,000 0,099 0,384
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Anexo 25. Matriz de consistencia.

TITULO PROBLEMA  OBJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA
Actividad ¢Presentaran  Objetivo General Ho: El extracto Quinua: La quinua como suplemento Variables Tipo de investigacién: Basico
antiinflamato actividad Evaluar la actividad hidroalcohdlico nutricional que en las ultimas décadas independientes: —Experimental
ria in vitro del antiinflamatori  antiinflamatoria in vitro del liofilizado se observd el aumento en su consumo, Extracto Poblacion y Muestra: 50 g de
extracto a in vitro el extracto hidroalcohdlico obtenidos a partir esta especie que fue domesticada y hidroalcohdlico semillas germinadas de
hidroalcohdli  extracto liofilizado del germinado de de las semillas cultivada desde hace mas de un milenio, liofilizado de las Chenopodium quinoa  Willd
co liofilizado hidroalcohdlico semillas de cinco variedades germinadas  de considerado como uno de los alimentos semillas “quinua”
de cinco liofilizado de de Chenopodium quinoa cinco variedades mas completo nutricionalmente delreino germinadas  de Unidad experimental:
variedades  semillas Willd. “quinua”. de Chenopodium vegetal, con mdltiples beneficios cinco variedades Extracto hidroalcohdlico
de semillas germinadas de Objetivos Especificos quinoa Willd. terapéuticos: cicatrizantes, de Chenopodium liofilizado de semillas
germinadas  cinco Determinar el contenido de “quinua”, tienen antiinflamatorias, analgésicas, quinoa Willd germinadas de cinco variedades
de variedades de fenoles totales de los igual actividad desinfectantes, expectorantes, “quinua”. de Chenopodium quinoa Willd
Chenopodiu  Chenopodium  extractos hidroalcohdlico antiinflamatoria. antieméticos y para la constipacion3* Variables “quinua”
m quinoa quinoa  Willd liofilizado del germinado de Hi: ElI extracto Inflamacion: Dependientes: Analisis estadistico:
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
RESOLUCION DECANAL N° 1015-2023-UNSCH-FCSA-D

BACHILLER: Rocio VASQUEZ CISNEROS

En la ciudad de Ayacucho siendo las nueve de la mafiana del dia quince de diciembre del
afio dos mil veintitrés, se reunieron en el Auditorio de la Facultad de Ciencias de la Salud
los docentes miembros del jurado evaluador de sustentacion, para el acto de
sustentacion de trabajo de tesis titulado “ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VITRO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO LIOFILIZADO DE CINCO VARIEDADES DE SEMILLAS
GERMINADAS DE Chenopodium quinoa Willd. “quinua”. AYACUCHO - 2022". Trabajo
presentado por la bachiller en Farmacia y Bioquimica ROCIO VASQUEZ CISNEROS para
optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutica.

El Jurado evaluador de sustentacion esta conformado por:

Presidente  : Prof. José Alejandro YARLEQUE MUJICA
Miembros - Prof. Pablo Williams COMUN VENTURA
: Prof. Luisa NOA YARASCA

: Prof. Juan Climaco PANIAGUA SEGOVIA
Asesor . Prof. Enrique Javier AGUILAR FELICES

Secretaria Docente: Prof. Liselly Elvira CHAUCA RETAMOZO

Con el quérum de reglamento se dio por inicio la sustentacion de tesis, el presidente de
la comisién pide a la secretaria docente dar lectura a los documentos presentados por la
recurrente, y da algunas indicaciones a la sustentante.

Da inicio la exposicion la Bachiller: ROCIO CISNEROS VASQUEZ; y, una vez concluida la
sustentacidn, el presidente de la comisidn solicita a los miembros del jurado evaluador
realizar sus respectivas preguntas. Acto seguido, da pase al asesor de tesis profesor
Enrique J. Aguilar Felices para que pueda realizar algunas aclaraciones y comentarios.

Concluida la ronda de preguntas, el presidente invita a la sustentante para abandonar el
auditorio y se pueda proceder con la calificacién.

RESULTADO DE LA EVALUACION FINAL

JURADOS TEXTO | EXPOSICION | PREGUNTAS | PROMEDIO
Prof. Pablo Williams Comun Ventura 17 17 17 17
Prof. Luisa Noa Yarasca 17 16 15 16
Prof. Juan Climaco Paniagua Segovia 17 17 17 17
PROMEDIO FINAL: 17




De la evaluacidn realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar a la Bachiller ROCIO VASQUEZ CISNERQS, quien obtuvo la nota final
de Diecisiete (17) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del

presente.
Siendo las 11:00 h de la mafiana, se da por concluido el presente acto académico.

Presidente
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Secretaria Docente



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

El Instructor en Primera Instancia, designado con RD N° 453-2023-UNSCHFCSA/D, emite

la presente

CONSTANCIA

DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE INVESTIGACION

A ROCIO CISNEROS VASQUEZ, Bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia vy
Bioguimica de la Facultad de Ciencias de la Salud, en mérito a que la tesis
titulada: “Actividad antiinflamatoria in vitro del extracto hidroalcohdlico liofilizado de
cinco variedades de semillas germinadas de Chenopodium quinoa Willd. “quinua”.
Ayacucho 2022.”, ha alcanzado un indice de similitud de 22% (veintidos);
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.

Ayacucho, 27 de setiembre de 2023.

Firmado
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(FREETEHE™  Marco R. Aronés
Lo Jara
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UNSC FACULTAD DE ESCUELA PROFESIONAL DE
|-| CIENCIAS DE LA SALUD FARMACIAY BIOQUIMICA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD SEGUNDA INSTANCIA:

TESIS DE PREGRADO
(C°41-2023-EPFB-UNSCH)

La que suscribe, directora de escuela y docente instructor en segunda
instancia de Tesis de Pregrado, luego de verificar la originalidad de la
tesis de la Escuela profesional de Farmacia y bioquimica de la Facultad
de Ciencias de la Salud, en representacion de la decana y delegada por
Resolucion Decanal N° 077-2021-UNSCH-FCSA/D, deja constancia que
el trabajo de tesis titulado:

Actividad antiinflamatoria in vitro del extracto hidroalcoholico
liofilizado de cinco variedades de semillas germinadas de

Chenopodium quinoa Willd. “quinua”. Ayacucho 2022.
PRESENTADO POR: Bach. CISNEROS VASQUEZ, Rocio

Ha sido sometido al analisis mediante el sistema TURNITIN concluyendo
que presenta un porcentaje de 22% de indice de similitud.

Por lo que, de acuerdo con el porcentaje establecido en el Articulo 13° del
Reglamento de Originalidad de Trabajos de investigacién de pregrado de

la UNSCH. Por tanto, ES PROCEDENTE conceder la Constancia de
originalidad en segunda instancia.

Ayacucho, 01 de octubre del 2023

Docer?f% “fhstructor

Segunda instancia

cc.
Archivo.
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por Rocio CISNEROS VASQUEZ

Fecha de entrega: 01-oct-2023 10:36p.m. (UTC-0500)

Identificador de la entrega: 2182828051
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