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RESUMEN

Se evaluo la actividad antiinflamatoria in vitro de extractos etandlicos de hojas
de Inga edulis Mart y Eryngium foetidum, mediante el método de estabilizacién
de la membrana de glébulos rojos. Se utilizaron muestra de sangre humana,
evaluadas en tres diluciones seriadas, 0,01 mg/mL; 0,1 mg/mL y 1 mg/mL de
diferentes extractos, usando una solucién isosalina como medio de dilucion, y
como farmaco de referencia hidrocortisona. Se determinaron los porcentajes de
inhibicion y proteccion de la membrana del glébulo rojo. Se encontr6 diferencias
significativas entre los promedios de porcentajes de proteccion y las
concentraciones en todos los grupos evaluados. Los valores de 1Cs0=8,21mg
obtenido para hojas de I. edulis Mart.; 1C5=11763,24 mg para E. foetidum e
ICs0=0,08 mg para Hidrocortisona, permite concluir que esta Ultima es la de
mejor actividad antiinflamatoria in vitro, seguido de las hojas de |. edulis Mart. y

posteriormente las hojas de E. foetidum.

Palabra clave: extractos vegetales, técnicas in vitro, eritrocitos,

antiinflamatorios, terapéutica.



ABSTRACT

The in vitro anti-inflammatory activity of the ethanolic extracts of Inga edulis Mart
and Eryngium foetidum leaves was evaluated by means of the red blood cell
membrane stabilization method. Human blood samples were used, evaluated in
three serial dilutions, 0.01 mg / mL; 0.1 mg / mL and 1 mg / mL of different
extracts, using an isosaline solution as a dilution medium, and hydrocortisone as
a reference drug. The percentages of inhibition and protection of the red blood
cell membrane were determined. Significant differences were found between the
averages of protection percentages and the concentrations in all the groups
evaluated. The ICso = 8.21mg value obtained for I. edulis Mart leaves; ICso =
11763.24 mg for E. foetidum and I1Cso = 0.08 mg for Hydrocortisone, allows us to
conclude that the latter is the one with the best anti-inflammatory activity in vitro,

followed by I. edulis Mart leaves. and later the leaves of E. foetidum.

Keywords: plant extracts, in vitro techniques, erythrocytes, anti-inflammatory,

therapeutics.



INTRODUCCION

Hoy en dia, los medicamentos antiinflamatorios no esteroidales (AINE) causan
reacciones adversas que desencadenan en sangrado intestinal, entre otras
patologias denominadas gastropatias (1), convirtiéndose asi en un problema

para la salud.

El proceso inflamatorio involucra una serie de eventos inespecificos provocados
por numerosos estimulos o agresiones del medio (agentes biolégicos, isquemia,
interacciones antigeno - anticuerpo, traumatismos, lesiones térmicas o
fisicoguimicas de otra indole, etc.). Cada tipo de estimulo provoca una respuesta
caracteristica que constituye una variante relativamente menor del mismo

fendmeno (2).

La actividad antiinflamatoria ha despertado en los Ultimos afios un gran interés
cientifico en el area farmacoldgica, principalmente en virtud de la capacidad
potencial de ciertos compuestos de interferir en la evolucién de enfermedades

gue cursan con procesos inflamatorios.

Los denominados antiinflamatorios no esteroideos (AINE) que son utilizados
actualmente, inhiben las actividades de COX-1, COX-2 o ambas enzimas (3). La
inhibicion de COX-1 lleva al desarrollo de reacciones adversas en el organismo
como las gastropatias. Los inhibidores selectivos de COX-2 disminuyen la
inflamacién y son menos gastro lesivos; sin embargo, el uso prolongado de estos

puede generar reacciones adversas como problemas cardiovasculares (4).

Alo largo de los afios, las especies vegetales de nuestra amazonia peruana, han
sido utilizados como un recurso util en tratamiento de dolor e inflamacion en la
medicina tradicional; por lo tanto, en base a hallazgos empiricos se determiné la
actividad antiinflamatoria in vitro de hojas de Inga edulis Mart. y Eryngium
foetidum sobre eritrocitos plasmaticos; la misma que genera informacion
cientifica relevante en su potencial actividad antiinflamatoria como una
alternativa para el desarrollo de nuevos medicamentos para el tratamiento de
procesos inflamatorios agudos y/o crénicos, brindando asi una alternativa para

el aprovechamiento sostenible de los mismos (5).



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Salinas, et al. (2019), determinaron la actividad antioxidante y antibacteriana del
extracto etandlico de las hojas de Coriandrum sativum (culantro del pais) y
Eryngium foetidum (sachaculantro), a partir del extracto etandlico acidificado con
1% de acido férmico, presencia de diferentes compuestos por espectrometria
UV-Vis y la actividad antibacteriana por el método de difusion en disco y
macrodilucion frente a dos bacterias Escherichia coli y Salmonella sp. En sus
resultados, mostraron la presencia de diferentes compuestos, siendo las mas
representativas antocianinas (38,3686 = 3,6416 mg de cianidina-3-glucosido/
100 g de muestra original) y flavonoides (30,45 + 0,09 g de quercetina/100g
muestra original) en C. sativum; para E. foetidum fenoles totales (192,415 +
0,097 mg EAG/100 g muestra original) y flavonoides (10,34 + 0,0 g de
guercetina/100 g muestra original), también la presencia de carotenos y retinol.
Asimismo, la actividad antibacteriana por el método de difusion en disco y
macrodilucion mostraron resultados negativos, concluyendo de esta manera que

las cepas bacterianas son resistentes a los extractos etandlicos (6).

Lima, et al. (2019), en su investigacion “Frutos de Inga edulis: una nueva fuente
de antocianinas bioactivas”. Las condiciones de extraccibn y analisis
cromatografico de semillas de I. edulis, se optimizaron y se proporcionaron una
antocianina de fraccion acuosa y una mezcla de tres antocianinas de la fraccién
metanodlica. La antocianina pura obtenida, fue sometida a modificaciones
estructurales y estos sometidos a ensayos quimicos y farmacoldgicos, asi como
céalculos quimicos cuanticos basados en métodos DFT y TD-DFT. Las fracciones
de antocianinas se evaluaron para su potencial quimico-farmacolégico a través
de ensayos bioldgicos: actividad antioxidante por DPPH, determinacion del
Factor de Proteccion Solar (SPF) y actividad citotdxica (carcinoma hepatocelular
infectado por el virus de la hepatitis C). Como resultados, la antocianina y los
compuestos derivatizados tienen un alto potencial antioxidante; ya que mostré
un SPF inferior a seis, que es inferior al minimo aceptado por la legislacion
brasilefia actual. Concluyeron que, ninguno de los compuestos presento
actividad citotoxica contra la linea celular tumoral estudiada (7).
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Heloisa et al. (2019), en su trabajo “Caracterizacion bioquimica de un inhibidor
de Kunitz de semillas de Inga edulis con actividad anti flngica
contra Candida spp.”. Utilizaron cromatografia de dos pasos para purificar el
primer inhibidor de tripsina purificado de 1. edulis - IETI, una proteina compuesta
por una Unica cadena peptidica de 19 685,10 Da. En sus resultados la
secuenciacion amino-terminal revel6 que IETI muestra homologia con la familia
Kunitz, corroborada por sus caracteristicas fisico-quimicas: estabilidad térmica
(hasta 70 °C), pH de 2 a 10 y el valor de su constante de disociacion (6,2
nM). IETI contiene un Unico sitio reactivo para la tripsina, mantenido por un
puente disulfuro; en presencia de DTT, su actividad inhibidora se redujo de una
manera dependiente del tiempo y de la concentracion. Concluyeron que IETI
presentd actividad contra Candida ssp., incluida C. buinensis y C. tropicalis. La
actividad inhibidora de la IETI desencadeno la permeabilidad de la membrana de
la levadura, lo que afect6 la viabilidad celular y por lo tanto, apoy6 el uso de la
IETI en estudios adicionales para el control de las infecciones por hongos (8).

Darly et al. (2012), en su investigacion “Efecto de dos especies amazonicas en
enfermedades relacionadas con los procesos de oxidacién”. La determinacion
de la capacidad antioxidante (método Oxygen Radical Absorbance Capacity), fue
dad en contenido de polifenoles totales (método Folin-Ciocalteu - PT), ademas
se reporto el efecto anti proliferativo in vitro y la actividad antinocicéptivo,
antiinflamatorio y antiulcerosa in vivo de los extractos hidroalcohdlicos de las
hojas de Byrsonima crassifolia (BC) e Inga edulis (IE). En sus resultados los
extractos de BC e IE presentaron capacidad antioxidante de 1,422 y 694 umol
de Trolox equivalente g de hoja seca respectivamente y un valor relativamente
alto de polifenoles totales de 35,93 y 24,50 mg equivalente acido galico g* de
hoja seca. Asimismo, en el cultivo de células tumorales humanas (nueve linajes),
los extractos no presentaron actividad anti proliferativa significante; mientras que
en el modelo de nocicepcion inducida por el calor (placa caliente), el extracto de
IE presentd efecto antinocicéptivo (p <0,05) después de 30 min (250 y 500 mg
kgl) y 60 min (125 y 500 mg kg') su administracién oral; y, asimismo en los
modelos de inflamacion s6lo demostraron una reduccion del edema para IE en

la concentracién de 500 mg kg?. Concluyeron que los extractos de las dos



especies redujeron las lesiones ulcerativas producidas por etanol en un 84%
(p<0,05), establecieron una posible conexién con la actividad antioxidante
observada e indicando la necesidad de estudios para la elucidacion del

mecanismo de accion involucrado (9).

Aécio et al. (2010), En su investigacion el enriquecimiento de compuestos
fendlicos de hojas de Inga edulis por extraccion en fase solida: cuantificacion de
sSus compuestos mayoritarios y evaluaciéon de la capacidad antioxidante.
Utilizaron dos procesos de extraccion de hojas de I. edulis (liquido-liquido y SPE-
C18) en donde un importante incremento de capacidad antioxidante de esa
faccion por métodos Capacidad de absorcion de radicales oxigenos (ORAC) y
Capacidad antioxidante como equivalentes Trolox (TEAC), confirma la
importancia de compuestos fendlicos como potentes agentes antioxidantes.
Concluyeron que los principales compuestos fendlicos en la fraccion purificada
fueron procianidina B2, catequina y miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosido, que
lograron aumentos de 111, 47 y 45%, respectivamente, después de SPE. La
hidrélisis acida confirm6 la presencia de procianidinas, prodelfinidinas y

flavonoides glicosilados (10).



1.2. Bases tedricas

1.2.1 Especies en estudio

A) Identificacién taxondmica de Inga edulis Mart. “guaba”

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Equisetopsida
Orden : Fabales Bromhead
Familia : Fabaceae

Género : Inga

Especie : Inga edulis Mart. (11)

Distribucion: América tropical y subtropical.
Sinonimia: Inga edulis var. edulis, Inga edulis var. parviflora Benth
Nombres comunes: guaba, pacae.

Descripcion botanica: arbol con 8 a 15 m de altura, tronco bajo, ramificando
algunas veces casi desde la base, copa algo rala. Hojas compuestas pinnadas,
raquis alado con cuatro a seis pares de foliolos subsésiles, elipticos u ovalados,
los inferiores siempre mas pequefios, base obtusa o redondeada, nervaduras
laterales paralelas y presencia de glandulas interpeciolares. Inflorescencias
terminales o subterminales agrupadas en las axilas de las hojas. Flores con caliz
verdoso y corola blanquecina, perfumadas, sésiles, agrupadas en el apice del
raquis. El fruto es una vaina cilindrica indehiscente, de color verde, multisurcado
longitudinalmente y de largo variable, pudiendo llegar hasta un metro. Las
semillas son negras de 3 cm de longitud, con un rango entre 1,4 y 4,5 cm,

cubiertas por una pulpa (arilo) blanca, suave y azucarada (12).

Origen: se encuentra silvestre en la aamazonia, América Central y las Indias
Occidentales. Por la alta variabilidad existente y por el alto nimero de especies
de ingas observados, probablemente tenga como centro de distribucién la regién

amazonica (12).



Ecologia y adaptacién: adaptada a las condiciones de climas tropicales y
subtropicales, a climas con temperaturas medias iguales o superiores a 20°C,
siempre y cuando no existan heladas; adaptada a condiciones de precipitacion
entre 1,000 y mas de 5,000 mm, suelos acidos con pH 4,0 y alta saturaciéon con
aluminio y aun en condiciones de suelos de desierto que han sido incorporados
en sistemas de riego. Se le encuentra distribuida en toda América del Sur
tropical, desde el Océano Pacifico al Atlantico, aunque solamente en la regién
amazonica existe de manera natural. Otras especies del género Inga son

cultivadas desde tiempo precolombino en la costa peruana (12).

Fructificacion y Fenologia: se inicia a los tres a cuatro afios, aumentando hasta
el aflo ocho a diez en que alcanza el maximo. La vida util de una planta es
estimada en 20 afios. No se tiene datos de productividad por planta.

La fonologia varia segun la zona y segun las especies. Las ingas fructifican en
Brasil desde setiembre a junio; mientras que en Colombia y Pert se encuentran
frutos entre febrero y diciembre.

En plantas con nueve afios de edad, la produccion de frutos esta alrededor de
45 kgl/arbol. En la region de Belém, Brasil y en muchas otras zonas de la
Amazonia, la produccién se distribuye en todos los meses del afio, excepto

enero, cCon mayor concentracion en mayo, julio, octubre y noviembre (12).

Propiedades medicinales: las semillas y las hojas se utilizan en la medicina
tradicional como astringente en las enfermedades intestinales y como
antirreumatico. El té hecho de la corteza es utilizado para acelerar la labor de
parto y la pulpa fresca ayuda a curar la constipacion. “Otros”: los frutos
inmaduros lo utilizan como alternativa para tratamiento de la diabetes mellitus

tipo 2.

Forma de uso: coccioén e infusion

B) Identificacion taxondémica de Eryngium foetidum L. “sacha culantro”

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Equisetopsida
Orden : Apiales Nakai



Familia : Marantaceae
Género : Eryngium L.
Especie . E. foetidum L. (13)

Distribucion: Antioquia, Bolivia, China, Ecuador, Mesoamericana, Nicaragua,

Panama, Peru.

Sinonimia: Eryngium antihystericum Rottb., Eryngium foetidum focomosum

Urb., Eryngium molleri Gand.

Nombres comunes: culantro, chicoria (portugués); losawiwiri, kwinti vy

snekiwiwiri (Surinam).

Descripcion botanica: planta herbacea erecta con olor fuerte, glabra, de hasta
40 cm de alto, presenta una roseta basal de hojas angostamente abovadas,
obtusas, trilobadas o dentadas y con espinas. Flores en densas cabezuelas de

color verde, rodeadas por bracteas espinosas (14).

Distribucion geografica: originaria de la Amazonia occidental. Cultivada en
toda América tropical. En el Pera, ampliamente distribuida en Loreto y Ucayali
(Atalaya) (14).

Componentes quimicos: contenido en 100 g de materia seca de las hojas:
Proteinas 0,7 g, lipidos 0,2 g, carbohidratos 6,4 g, calcio 6,0 mg, caroteno 1 mg,

tiamina 0,03 mg, riboflavina 0,04 mg, niacina 0,4 mg, acido ascorbico 5,7 mg (14)

Uso medicinal: acelerador del parto, dolor de estbmago, espasmos, fiebre,
flatulencia, gripe y resfrio, insomnio, vémito. Se emplea como sazonador en las

comidas, especialmente las que son a base de pescados (14).

1.2.2 Inflamacién

Es la respuesta del tejido vivo vascularizado a la lesion; causada por agentes
biolégicos, fisicos o quimicos (15). En este proceso se liberan sustancias

mediadoras, tales como: bradiquinina, prostaglandina, histamina y serotonina;
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gue inducen permeabilidad vascular (16). Estas sustancias que se liberan en el
proceso inflamatorio, denominadas, actian sobre las terminaciones nerviosas
activando el segundo tipo de nociceptor (tipo C) y generan dolor (17). La IL-1
permite la induccién de genes que codifican para la ciclooxigenasa tipo 2
(COX2), la fosfolipasa A tipo 2 (PLAT2) y el 6xido nitrico sintetasa inducible
(iINOS). Otras citoquinas, como IL-2, IL-6 e IL-8, contribuyen a la aparicion de

manifestaciones de respuesta inflamatoria (18).

La inflamacion, también es considerada como una respuesta protectora, cuyo
objetivo principal es la de librar al organismo del elemento causante del dafio
celular (como microbios y toxinas) y de las consecuencias referidas a ese dafio,
con formacién de células y tejidos necréticos. Sin la inflamacién, las infecciones
se diseminarian y las heridas nunca cicatrizarian. Por otro lado, la inflamacién
no curada adecuadamente es la base de las reacciones de hipersensibilidad y
enfermedades cronicas, como la artritis reumatoide, la aterosclerosis y la fibrosis

pulmonar (19).

A) Fases, mecanismos y tipos de inflamacién

El sistema inmunitario puede discriminar entre lo propio y lo extrafio, mediante

diferentes tipos celulares y factores solubles encargados de la eliminacion de

agentes dafinos. En ese sentido, se distinguen dos mecanismos inmunitarios:
a) Sistema inmune innato o no adaptativo (accion rapida e inespecifica).
b) Sistema inmune especifico o adaptativo (posee memoria inmunolégica

y genera respuestas rapidas y especificas ante re exposiciones).

Cuando nos referimos a inflamacion, se pone de manifiesto que es el nexo de
unién y coordinacion entre el sistema inmune innato y adaptativo. Asimismo,
facilita el estimulo antigénico que inicia los procesos de defensa, reparacion y

recuperaciéon de la funcion de los tejidos afectados (20,21).

Fases

a) Fase aguda: hay reaccion vascular local que se caracteriza por
vasodilatacion de capilares y aumento de la permeabilidad lo que conduce a

la formacion de exudado y clinicamente
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b) Fase subaguda: hay migracion de células leucocitarias procedida por la
adherencia de GB a las paredes de los vasos pequefios.

c) Fase crénica: hay signos de generacion y fibrosis en los tejidos afectados,
sobreviene la reparacion durante la cual los fibroblastos se multiplican y
elaboran fibras de colageno y mucopolisacéridos que culminan con la

cicatrizacion.

Mecanismos de la inflamaciéon

Consiste en una cascada estrictamente regulada de procesos inmunolégicos,
fisiologicos y conductuales, los mismos que son dirigidos por moléculas de
sefalizacion inmune solubles llamadas “citoquinas” (22). Estos estimulos
inflamatorios se reconocen por primera vez por las células huésped a traves de
receptores transmembrana especificos llamados receptores de reconocimiento
de patréon (PRR), quienes son expresados por células tanto de sistema inmune
innato como el de adaptativo. Los PRR son receptores codificados en la linea
germinal, quienes son responsables de detectar la presencia de
microorganismos infectantes, asi como la incidencia de cualquier dafio celular
(23).

Tipos de inflamacidén

a) Aguda, constituye una respuesta natural de caracter protector, que pretende
librar al organismo de la causa inicial de la lesién celular y de las
consecuencias que esta provoca. La alteracion de la permeabilidad constituye
la caracteristica principal y de mayor especificidad, provoca el exudado
profuso hacia el intersticio. La pérdida de proteinas del plasma reduce la
presion osmdtica intravascular y el incremento en el intersticio; secundario a
la vasodilatacién aumenta la presion hidrostatica intravascular, lo que conduce
a una importante salida y acumulacion de liquido en el tejido intersticial,

formandose finalmente el edema ofensor (24).

b) Croénica, comprende una duracién prolongada en el tiempo (semanas, meses)

comprendido por el constante estimulo inflamatorio. Este proceso se origina



por una progresion de episodios agudos no resueltos y también de caracter
repetidos; siendo su etiologia variable. Puede originarse por organismos
infecciosos que han resistido o evadido la fagocitosis, sobreviviendo en

regiones dafiadas y mal drenadas como los abscesos (20).

Histamina ‘—\—' ¥
Leucotrieno B :

Neutrofilos

Monocitos

=5 6, Secrecion: __p ly"Mx-oéa,;o
] & n y activado
7. Produccion de .

ot
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aguda (fiebre) TNF”

d 3
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e incremento de ia -

permeabilidad

Figura 1. Esquema general de la reaccion inflamatoria

Fuente: https://www.biologiasur.org/index.php/129-apuntes-de-
biologia/mecanismos/267-2-1-inespecificos-barreras-naturales-y-respuesta-
inflamatoria

1.3. Definicion de términos basicos

® Antiinflamatorio: El término antiinflamatorio se aplica al medicamento o
procedimiento médico usados para prevenir o disminuir la inflamacién de
los tejidos (25).

e Enfermedades degenerativas: es una afeccion generalmente cronica
durante la cual tiene lugar un proceso continuo basado en cambios
degenerativos en las células, en la cual la funcién o la estructura de los

tejidos u érganos afectados empeoran con el transcurso del tiempo (26).
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e Regresion lineal: En estadistica la regresion lineal o ajuste lineal es un
modelo matematico usado para aproximar la relacion de dependencia

entre una variable dependiente, las variables independientes (27).

e Tratamiento antiinflamatorio: implican el uso de farmacos de tipo
esteroidal y no esteroidal. Los glucocorticoides, cuya naturaleza es
esteroidal (ej. Cortisol 1), inhiben la transcripcion de genes pro

inflamatorios y suprimen la respuesta inmune (25).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacién de hipotesis

Las hojas de Inga edulis Mart. “guaba” y Eryngium foetidum “sacha culantro”

presentan actividad antiinflamatoria in vitro sobre eritrocitos plasmaticos.

2.2. Variables y su operacionalizacion

Variable dependiente

Actividad antiinflamatoria in vitro: ensayo donde se puede evaluar la actividad
antiinflamatoria de un tratamiento, en términos de porcentaje de inhibicién

antiinflamatoria e ICso.

Variable independiente

Extracto etandlico: producto con diversos compuestos quimicos, obtenido por
maceracion, filtrado, evaporado hasta sequedad, la misma que es evaluada

experimentalmente.
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Operacionalizacion de variables

Variable Definicion operacional Tipo por su indicador Escala de Medio de
dependiente naturaleza medicién | verificacion
Actividad Es la capacidad antiinflamatoria que presentan
antiinflamatoria in | los extractos de las especies en estudio. Leido o
_ o % de inhibicidn
vitro en cubetas de poliestreno de 1,5 mL de o - _ _
_ ) Cuantitativa antiinflamatoria Hoja de
capacidad, donde se agreg6 0,5 mL de muestra ’
Razdn reporte
problema, con 0,2 mL de Buffer fosfato (0,10 M N
. . . . analitico
pH=7,4) mas 3,8 mL de solucion hiposalina c
50
(0,36%) y 0,5 mL de la suspensién de globulos
rojos.
Variable Definicion operacional Tipo por su Indicador Escala de Medio de
independiente naturaleza medicion | verificacion
Extracto etanolico Dosis de extractos:
Se macero material vegetal seco 0,01 mg/mL
micropulverizado, con etanol por 7 dias, filtrado, Razén Hoja de
0,1 mg/mL
o o
concentrado en rota vapor a 40° C y 40 rpm, y | Cuantitativa 1 mg/mL reporte
secada a 40°C. analitico
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CAPITULO lll: METODOLOGIA

3.1. Disefio metodologico

El estudio de enfoque cuantitativo fue de tipo analitico, porque planted y puso a
prueba una hipétesis. El disefio fue experimental, con intervencion del
investigador se control6 deliberadamente las variables para delimitar relaciones

entre ellas y el grupo control.

3.2. Disefio muestral

La poblacion del presente estudio, estuvo constituida por hojas de I. edulis Mart.
"guaba” y E. foetidum “sacha culantro”, procedentes de la comunidad de
Quistococha (3°49'13”S 73°19'42”0). La actividad antiinflamatoria in vitro se
realizé a partir de la obtencion del extracto etandlico de hojas de I. edulis Mart. y
E. foetidum. Los criterios de inclusion fueron hojas enteras, frescas y grandes, sin

contaminantes (hongos u otros).

3.3. Procedimientos de recoleccion de datos

A. Obtencién del material botanico

Colecta de especies vegetales: con la ayuda de tijeras podadoras, se cortd
suficiente cantidad de hojas. Se depositd las muestras en sobres de manila

debidamente rotulados, en donde se mantuvieron hasta su llegada al laboratorio.

Preparacion y limpieza de muestras vegetales: una vez que las muestras del
material vegetal llegaron al laboratorio, se limpiaron y se cortaron las hojas en
pequefios fragmentos. Al mismo tiempo se realiz6 una seleccién de hojas en
buen estado de cada una de las especies vegetales para la elaboracion de

exsicatas y su posterior identificacion y certificacion.

Certificacion de la especie vegetal: El Herbarium Amazonense de la Universidad
Nacional de Amazonia Peruana — UNAP certifico la especie vegetal y entrego

una constancia con su respectivo cédigo de identificacion.
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Secado y micropulverizado de las muestras vegetales: Una vez limpia las
muestras, se traslado a un ambiente de secado con una temperatura de 40 °C
por una semana. Después, se realizé la molienda, quedando las muestras en
polvo de material vegetal (micropulverizada). El pulverizado se guardo en frascos

de color &mbar para su posterior uso en los diferentes ensayos.
B. Determinacién de la actividad antiinflamatoria in vitro

Solucion de glébulos rojos humanos: se extrajo 20 mL de sangre venosa a una
persona sana Yy que no haya recibido tratamiento alguno con ningdn
medicamento (por lo menos 10 dias antes del ensayo). De la sangre extraida, se
colocé 5mL en 4 tubos de ensayo y se mezcla con igual volumen de solucion de
Alsever estéril (2% dextrosa, 0,8% citrato de sodio, 0,05% acido citrico y 0,42%
cloruro de sodio en agua). Se homogeniz6 por inmersidn. La sangre se centrifugd
a 3000 rpm por 15 minutos. Concluido este proceso, se descart6 el sobrenadante
(suero) y la fibrina (proteina). El plasma obtenido se lavd con CINa 0,9% y se
centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos (repetir este proceso 3 veces). Con el
paquete celular (plasma) se preparé una solucién al 10% v/v con CINa 0,9% para
obtener una solucion de globulos rojos, y se almacené a una temperatura de 2 —
8° C.

Preparacion del tubo de experimentacion: la mezcla a ensayar tuvo 0,5 mL del
extracto etandlico hojas de Inga edulis Mart. “guaba” y Eryngium foetidum “sacha
culantro” a diferentes concentraciones en varios tubos (por ejemplo: 0,01; 0,1; 1
mg/mL), con 0,2mL de Buffer fosfato (0,10 M pH=7,4), 3,8mL de solucién
hiposalina (0,36%) y 0,5 mL de la suspension de glébulos rojos.

Se utilizd hidrocortisona como farmaco de referencia en la evaluacion de
actividad. A otro tubo se agregd 4,3ml de solucién hiposalina, con 0,2 mL de
Buffer fosfato (0,10M pH=7,4) y 0,5 mL de la suspension de glébulos rojos, el

cual fue el estandar.

A otro tubo de ensayo, se agregd 4mL de solucion isosalina, 0,5 mL del extracto
etandlico de hojas de I. edulis Mart. “guaba” y E. foetidum “sacha culantro” y 0,5

mL de la suspension de glébulos rojos, el cual fue el blanco. A otro tubo se le
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agregara 4,5 mL de solucién isosalina, y 0,5 mL de la suspension de glébulos
rojos, el cual sera el blanco del estandar.

Todos los tubos se incubaron a temperatura ambiente por 10 min y fueron
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. La hemoglobina contenida en la

solucion sobrenadante se valoro en el espectrofotometro a 540 nm

El porcentaje de protecciéon de la membrana de glébulos rojos se calculé usando
la siguiente expresion:

. Abs control — Abs muestra
Protecion (%) = Abs control * 100

3.4. Procesamiento y analisis de lainformacion

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas; se expresaron en valores
medios * desviacion estandar. Para determinar las diferencias entre los
diferentes tratamientos se realizaron los respectivos andlisis de varianza a los

pardmetros evaluados de los extractos vegetales.

3.5. Aspectos éticos

Se tomé en cuenta las normas éticas del Instituto Nacional de Salud,
reconociendo que las decisiones relativas a las cuestiones éticas relacionadas
con la medicina, la ciencia de la vida y las tecnologias conexas pueden tener
repercusiones en los individuos, familias, grupos o comunidades y en la especie

humana en su conjunto.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
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Concentraciones evaluadas

B Inga edulis Mart.

Figura 2. Porcentajes de proteccion de la membrana de glébulos rojos por el

extracto de hojas de Inga edulis Mart. “guaba”

Muestra los porcentajes de proteccion de la membrana de glébulos rojos por el

extracto de hojas de Inga edulis Mart. “guaba”. Se observa 22,14% a
concentracion 0,01 mg/mL; 38,51% a 0,1 mg/mL; 39,50% a 1 mg/mL

respectivamente.
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Eryngium foetidum

Figura 3. Porcentajes de proteccion de la membrana de glébulos rojos por el

extracto de hojas de Eryngium foetidum “sacha culantro”

Muestra los porcentajes de proteccion de la membrana de glébulos rojos por el
extracto de hojas de Eryngium foetidum “sacha culantro”. Se observa 12,07% a
concentracion 0,01 mg/mL; 19,78% a 0,1 mg/mL; 24,39% a 1 mg/mL

respectivamente.
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Figura 4. Porcentajes de proteccion de la membrana de glébulos rojos por la

hidrocortisona como farmaco de referencia
Muestra los porcentajes de proteccion de la membrana de glébulos rojos por el

farmaco de referencia Hidrocortisona. Se observa 39,78% a concentracion 0,01
mg/mL; 46,60% a 0,1 mg/mL; 68,24% a 1 mg/mL respectivamente.

19



80.00

68.24

70.00
£ 60.00
=
fud
:_é S0.00 46.60
= 39.78 38.51 39.50
‘o 20.00
=
£ 30.00

22.14 1078 24.39
20.00
12.07
10.00
0,01 mg/mL 0,1 mg/mL 1 mg fmL

Concentraciones evaluadas

B Inga edulis Mart. @ Eryngium foetidum W Hidrocotisona

Figura 5. Porcentajes de proteccion de la membrana de glébulos rojos entre

los grupos de estudio por cada concentracion evaluada

Se observa que las hojas de Inga edulis Mart. “guaba” para las concentraciones
de 0,01; 0,1 y 1 mg/mL, alcanzé valores de 22,14%; 38,51% y 39,50%% de
porcentaje de inhibicién; mientras que las hojas de Eryngium foetidum “sacha
culantro” en todas las concentraciones evaluadas presentd 12,07%; 19,78% y
24,39% de porcentaje de inhibicion respectivamente. Asimismo, el farmaco de

referencia Hidrocortisona presenté 39,78%; 46,60% y 68,24%.
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Tabla 1. Descriptivos del estudio en porcentaje de inhibicion

95% del intervalo de

Grupos_de N Media DeS\{lauon coananza para Ia,m_edla Minimo MAximo
estudio estandar Limite Limite
inferior superior
Inga edulis
3 33,38 9,75 9,16 57,60 22,14 39,50
Mart.
Eryngium
. 18,70 6,18 3,35 34,06 12,07 24,30
foetidum
Hidrocortisona 3 34,54 14,86 14,63 88,45 39,78 68,24

En la tabla 1, se observa los estadisticos de los grupos de estudio — porcentaje
de inhibicion donde la especie vegetal Inga edulis Mart. - hojas obtuvo una media
de 33,38 de porcentaje de inhibicidbn con una desviacion estandar de 9,75;
Eryngium foetidum tuvo una media igual a 18,70 de porcentaje de inhibiciéon con
una desviacion estandar de 6,18; mientras que el farmaco Hidrocortisona obtuvo
una media de 34,54 porcentaje de inhibicion con una desviacién estandar de
14,86. Asimismo, se observa para cada grupo los respectivos intervalos de

confianza al 95%.

Tabla 2. Prueba de normalidad de los datos — porcentaje de inhibicién

Shapiro-Wilk
Grupo .y .
Estadistico gl Sig.
Porcentaje de inhibicion 0,936 3 0,541

Se observa que el grupo presenta normalidad, luego de comparar el valor de la
sig = 0,541(54,1%) mayor que el valor de a = 0,05 (5%) aplicando la prueba de
shapiro-Wilk.
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Tabla 3. Prueba de homogeneidad de varianzas — porcentaje de inhibicion

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
1,863 2 6 0,235

Se muestra los resultados de la prueba para determinar si los grupos presentan
varianzas homogéneas, determinandose que dichas muestras no presentan

varianzas homogéneas, con un valor sig = 0,235.

Tabla 4. Andlisis de varianza - porcentaje de inhibicion

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1623,414 2 811,707 6,878 0,028
Dentro de grupos 708,099 6 118,016
Total 2331,512 8

Aplicando el programa SPSS version 22, se determind que sig.=0,028 siendo
menor que a=0,05. Se concluye que existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de estudio segun el porcentaje de inhibicion, es

decir, que los grupos de estudio producen diferente porcentaje de inhibicion.
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Tabla 5. Célculo de ICso a partir de la ecuacion obtenida con su respectivo R?

Grupos de estudio  Ecuacion R? ICs0
Inga edulis Mart. — y = 3,77In(x) + 42,065 0,7926 8,21 mg
Hojas
Eryngium foetidum
— Hojas y = 2,6562In(x) + 24,818 0,979 11763, 24 mg
Hidrocortisona y = 6,1809In(x) + 65,773 0,9171 0,08 mg

Fuente: realizacion propia

La Tabla 5 evidencia que Inga edulis Mart. - Hojas mostrd un 1Cs0=8,21 mg, lo

gue nos indica que a esta concentracion produce inhibicibn en cuanto a

proteccion de la membrana de glébulos rojos. En cambio, el farmaco de

referencia Hidrocortisona obtuvo menor ICso lo que demuestra que es el de mejor

actividad antiinflamatoria.
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CAPITULO V: DISCUSION

Los compuestos fendlicos participan en los diferentes procesos de oxidacion
lipidica y estdn asociadas con actividad antiinflamatoria (28,29); asimismo,
presentan efectos inhibitorios sobre mutagénesis y carcinogénesis en humanos
cuando forman parte la dieta diaria a partir de productos naturales. Los acidos
fendlicos y flavonoides son reconocidos como poseedores de actividad
antiinflamatoria (30).

En trastornos crénicos, como artritis, el dolor inflamatorio persiste mas alla del
control de la inflamacién convirtiéendose asi en patologico. Su tratamiento
muestra una eficacia limitada y efectos adversos que comprometen la calidad de
vida de las personas. El presente estudio de investigacion muestra los resultados
de evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vitro de hojas de Inga edulis Mart.
“‘guaba” y Eryngium foetidum “sacha culantro” sobre eritrocitos plasmaticos, las
mismas que son usadas popularmente como antiinflamatorio; y, en ese sentido
concuerda con lo manifestado por Lima, et al. (2019) en su investigacion “Frutos

de Inga edulis: una nueva fuente de antocianinas bioactivas”.

La propiedad hemolitica que presentan algunas plantas en cuanto a metabolitos
secundarios llamados saponinas, han sido el fundamento determinante en el
desarrollo de diferentes potenciales terapéuticos, ya que amerita el uso de
abundantes productos naturales; sin embargo, la relacién de la lisis con otras
actividades biologicas como la antitumoral, adyuvante y antiinflamatoria ha

tenido buenos resultados sobre las membranas celulares (31).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

e Hidrocortisona, farmaco de referencia presenté mayor porcentaje de inhibicion
de proteccion de la membrana de glébulos rojos; en comparacion con el
extracto etandlico de hojas de Inga edulis Mart. “guaba” y de hojas de

Eryngium foetidum L. “sacha culantro”

e Hidrocortisona, es la de mejor actividad antiinflamatoria in vitro, seguido de las

hojas de I. edulis Mart. y posteriormente las hojas de E. foetidum.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

e Enrelacion a las especies vegetales evaluadas, fomentar otros estudios tales
como: antihiperglicemiante, alelopatica, a fin de contribuir a su
aprovechamiento sostenible, dando asi un valor agregado a las mismas,

debido a la minima existencia de informacion.

e La especie vegetal Inga edulis Mart. presenté mejor actividad antiinflamatoria
en comparacion a E. foetidum, siendo oportuna continuar su estudio de
aislamiento y purificacion de cada uno de los metabolitos secundarios, para
poder ser formulados en un futuro como posibles farmacos de actividad

antiinflamatoria.
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ANEXOS

Anexo 1. Espectrofotdmetro UV/Vis marca Genesys 10S

Anexo 2. Actividad antiinflamatoria mostrada para lectura en espectrofotémetro
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Anexo 3. Constancia de certificacién de especie vegetal

5 Centro de Investigacion de
- IUNAP Recursos Naturales
- Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.° 11-2020-AMAZ-UNAP

ElL Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIANA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Pervana

HACE CONSTAR:

Que, las muestras botdnicas presentada por ALEXANDRA ALVAREZ TEHUAY, bachilier de la Facultad
de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana pertenece al proyecto de
tesis de pre grado titulade “Actividad antiinflamatoria fr vitro sobre eritrocitos plasméticos de hojas
de Inga edulis Mart. - guaba y Eryngium foetidum - sacha culantro™ ha sido DETERMINADA en este
centro de investigacién y ensefanza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP del Centro de
Investigacién de Recursos Naturales de 1a UNAP-CIRNA-UNAP como se indica a continuacién:

Cw | rAmLA ’ ESPECIE
01 | FABACEAE Inga edulis Mart. |
|02 | APIACEAE Eynglum foetidumt. |

Determinador: Ing, Forestal Juan Celidoaio Ruiz Macedo

A los slete dias del mes de setiembre dal dos mil veinte, se explde la presente constancia a L2 interesada
para los fines que se estime conveniente,

Atentamente,
a0.(l
S

'Richard | Huara

(?mm crhary
f—UNIVER?UAD—‘\'
Direccitn dwvanMarey - Iquitos Peni Pigraldel \L{EEH‘:[;LQB:Q;
Apde. 496 B
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