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RESUMEN

La inflamacion, corresponde al mecanismo de defensa de nuestro organismo
frente al dafio de sus tejidos y/o células; sin embargo, si se produce la alteracién
del equilibrio homeostatico del proceso bioldgico, la inflamacién puede provocar
la aparicion y empeoramiento de las enfermedades. El presente trabajo de
investigacion se desarrolld teniendo como objetivo determinar la actividad
antiinflamatoria in vitro del extracto etandlico de los frutos de Solanum
sessiliflorum Dunal “cocona” y de Capsicum annuum L. “aji dulce” sobre
eritrocitos plasmaticos, colectadas por conveniencia, en el Distrito de Fernando
Lores — Tamshiyacu perteneciente a la regiéon Loreto. En los resultados
obtenidos, el extracto de cascara del fruto de S. sessiliflorum Dunal obtuvo un
24,21% a 10 ug/mL; 32,89% a 100 ug/mL; 57,37% a 1000 ug/mL y un 71,84% a
4000 ug/mL; en tanto, el extracto del fruto de C. annuum L. obtuvo 16,84% a 10
ug/mL; 20,53% a 100 ug/mL; 25,26% a 1000 ug/mL y 29,47% a 4000 ug/mL y
para el farmaco de referencia Hidrocortisona se obtuvo un 49,76% a 10 ug/mL;
52,84% a 100 ug/mL; 74,53% a 1000 ug/mL y un 82,65% a 4000 ug/mL.
Asimismo, S. sessiliflorum Dunal — cascara del fruto mostré un ICso= 2,44 mg, lo que
nos indica que a esta concentracion produce inhibicidbn en cuanto a proteccién
de la membrana de glébulos rojos y que podria ser utilizado como una alternativa
natural en el tratamiento de la inflamacion; en comparaciéon con C. annuum L. -
fruto con un ICso= 45,66 mg. En tanto, Hidrocortisona obtuvo menor ICso= 1,21
mg lo que permite concluir que es el de mejor actividad antiinflamatoria en este

modelo in vitro.

Palabras clave: Actividad antiinflamatoria, Solanum sessiliflorum Dunal

(cocona), Capsicum annuum L. (aji dulce).



ABSTRACT

Inflammation corresponds to the defense mechanism of our body against
damage to its tissues and/or cells; however, if the homeostatic balance of the
biological process is disturbed, inflammation can lead to the onset and worsening
of diseases. The present research work was developed with the objective of
determining the in vitro anti-inflammatory activity on plasma erythrocytes of
ethanolic extract of the fruits of Solanum sessiliflorum Dunal "cocona" and of
Capsicum annuum L. "aji dulce", collected for convenience, in the District of
Fernando Lores - Tamshiyacu belonging to the Loreto region. In the results
obtained, the peel extract of the S. sessiliflorum Dunal fruit obtained 24.21% at
10 ug/mL; 32.89% at 100 ug/mL; 57.37% at 1000 ug/mL and 71.84% at 4000
ug/mL; meanwhile, the extract of the C. annuum L. fruit obtained 16.84% at 10
ug/mL; 20.53% at 100 ug/mL; 25.26% at 1000 ug/mL and 29.47% at 4000 ug/mL
and for the reference drug Hydrocortisone, 49.76% at 10 ug/mL; 52.84% at 100
ug/mL; 74.53% at 1000 ug/mL and 82.65% at 4000 ug/mL. Likewise, S.
sessiliflorum Dunal - fruit peel showed an ICso0 = 2.44 mg, which indicates that at
this concentration it produces inhibition in terms of protection of the red blood cell
membrane and that it could be used as a natural alternative in the treatment of
inflammation; compared to C. annuum L. - fruit with an ICso= 45.66 mg.
Meanwhile, Hydrocortisone obtained a lower ICso= 1.21 mg, which allows us to
conclude that it is the one with the best anti-inflammatory activity in this in vitro

model.

Keywords: Anti-inflammatory activity, Solanum sessiliflorum Dunal (cocona),

Capsicum annuum L. (sweet pepper).
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INTRODUCCION

Las investigaciones sobre actividades antiinflamatorias, han despertado en los
altimos afios un gran interés cientifico en el area farmacolégica, principalmente
en virtud de la capacidad potencial de ciertos compuestos de interferir en la
evolucion de enfermedades que cursan con procesos inflamatorios. El proceso
llamado “inflamacién” involucra una serie de eventos inespecificos que pueden
ser provocados por varios estimulos o agresiones del medio (ejemplo: agentes
biolégicos, isquemia, interacciones antigeno - anticuerpo, traumatismos,
lesiones térmicas o fisicoquimicas de otra indole, etc.). Cada tipo de estimulo
provoca una respuesta caracteristica que constituye una variante relativamente
menor del mismo fenémeno. A nivel macroscopico, la respuesta esta usualmente
acompafada por conocidos signos clinicos como tumefaccion (edema), rubor,

calor, dolor espontaneo a la palpacion y desorden de la funcion tisular (1).

La inflamacion es un mecanismo fisiopatoldgico basico, la magnitud de la
respuesta inflamatoria es crucial pues una respuesta inflamatoria insuficiente
resulta en inmunodeficiencia, lo cual puede conducir desde una infeccion hasta
cancer; por otro lado, una excesiva respuesta inflamatoria causa morbilidad y
mortalidad en enfermedades como: arteriosclerosis, tromboembolismo,
enfermedad arterial coronaria, cerebral y periférica, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, peritonitis,

esclerosis multiple y artritis reumatoide, entre otras (1).

En la actualidad, en el campo de los productos naturales, las plantas con accion
medicinal son popularmente usadas debido a sus diferentes propiedades
tradicionalmente mostradas, informacion que se encuentra relacionada a su
actividad bioldgica, etc (1). La familia Solanaceae comprende un gran numero
de especies herbaceas, arbéreas, arbustivas, epifitas y trepadoras, que se
caracterizan por su estrecha relacion con el flujo nutricional y farmacoldgico
inherente al quehacer humano. Esta familia est4 constituida por un estimado de
90 géneros que a su vez se subdividen en cerca de 4 000 especies, entre las

cuales se cuentan algunas comunmente reconocidas como: cocona (Solanum



sessiliflorum Dunal), tomate (S. licopersicum), aji dulce (Capsicum annuum L.),

lulo (S. quitoense), tabaco (Nicotiana tabacum) entre otras mas (2,3).

La variedad de géneros y especies, su variabilidad genética - molecular, ademas
de una gran diversidad biolégica, hacen que esta familia de plantas sea objeto
no solo de recurrentes investigaciones farmacolégicas, sino también de una
elevada importancia econémica que en la actualidad se evidencia en diferentes

aspectos como el alimenticio, el ornamental y el medicinal.

De hecho, las especies que pertenecen a esta familia son ampliamente utilizadas
en la industria farmacéutica debido a la complejidad de sus compuestos,
principalmente constituidos por alcaloides, que pueden surtir diversos efectos en
la salud humana. No por nada, es descrita por muchos como una familia de una
increible pluralidad biologica, quimica y ecoldgica, con gran importancia
comercial por su amplia distribucion mundial. Es por ello que, en el presente
trabajo de investigacion se tuvo como objetivo determinar la actividad
antiinflamatoria in vitro sobre eritrocitos plasmaticos de extracto etandlico de los
frutos de Solanum sessiliflorum Dunal “cocona” y de Capsicum annuum L. “aji

dulce”.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Garcia, J. et al. (2020), en su estudio “Actividad antioxidante vy
antimicrobiana del extracto etandlico de las partes aéreas de Solanum
radicans L.F. “huallpachaqui”. El extracto llevdo a sequedad, fracciond y
determind la presencia de metabolitos secundarios por reacciones de
precipitacion y/o coloracién; efectud la caracterizacion del extracto mediante
determinacién de pH, sélidos totales, sélidos solubles, cenizas, color y
aspecto. La actividad antioxidante fue evaluada por el método de inhibicion
del radical 2,2-difenil- 1-picrilhidrazil (DPPH) y el método del Poder
Antioxidante de Reduccién Férrica (FRAP); la actividad antimicrobiana se
probd en cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Proteus mirabilis. En sus resultados, identificé presencia de
metabolitos secundarios flavonoides, grupos fendlicos libres, alcaloides,
catequinas, triterpenos y/o esteroides. La actividad antioxidante por el
método DPPH obtuvo un ICso de 2,77 mg/mL de extracto y por el método
FRAP obtuvo un TEAC (1mM de trolox) de 6,59 mg/mL de extracto.
Concluyeron que el extracto de S. radicans mostré actividad contra
Staphylococcus aureus y P. aeruginosa, existiendo una fuerte correlacion
entre la presencia de los metabolitos secundarios y su actividad antioxidante,

y antimicrobiana (4).

Delgado, R. et al. (2015), en su trabajo “Efecto del Capsicum annuum L.
(pucunucho, aji mono) en ulcera gastrica experimental inducida en ratas”,
empleando el modelo de Ulcera gastrica inducida por indometacina y modelo
de ulcera gastrica inducida por ligadura del piloro en ratas separadas en 5
grupos de tratamiento: G1: agua destilada 1 ml/Kg; G2: Ranitidina 50 mg/kg,
G3: Capsicum 10 mg/kg, G4: Capsicum 100 mg/kg, G5: Capsicum 1000
mg/kg. Los resultados del primer modelo mostraron que dosis de 10 mg/Kg
y 100 mg/Kg se obtuvo un porcentaje de inhibicién de la lesion ulcerosa de
60,4% y 66,7% respectivamente; mientras que, en el segundo modelo, el
extracto no modifico el volumen géstrico ni en el pH gastrico (p >0,05); sin
embargo, a las dosis de 100 y 1000 mg/Kg la lesién ulcerosa se inhibioé en



75,59% y 81,63% respectivamente; siendo ademas la inhibiciébn mayor que
con ranitidina (75,51%). Concluyeron que el extracto liofilizado del fruto de
Capsicum annuum L presenta efecto gastroprotector en Ulcera gastrica

experimental inducida en ratas (5).

Tighe, R. et al. (2014) en su investigacion “Efecto de dos extractos botanicos
en el desarrollo y contenido de polifenoles de aji (Capsicum annuum L.)".
Evaluaron el extracto acuoso de ortiga (Urtica dioica L.) y Ulex europaeus L.,
sobre parametros de desarrollo en aji (C. annuum L. var Longum cv. “cacho
de cabra”), asi como en el contenido de polifenoles en hoja y fruto, como
atributo funcional en condiciones de invernadero en la Region de La
Araucania, Chile. Los extractos se aplicaron en dosis inversas de N:P con
relacion 1:3.7 entre los extractos, a cada planta distribuida completamente al
azar. El porcentaje de materia seca (MS%) presentd diferencias
significativas a las aplicaciones de U. europaeus y U. dioica. En fructificacion,
U. dioica dosis 2 presentd MS% en fruto inmaduro estadisticamente igual
gue el testigo e inferior que los demas tratamientos. La concentracion de
polifenoles en hojas y frutos tendié a ser mayor en los extractos botanicos y
significativamente menor en el testigo (p> 0.05) en la medicion final del ciclo
productivo. En frutos U. europaeus presentd valores mayores (p< 0.05) que
los demas tratamientos incluido el testigo. Estos resultados permiten inferir
la presencia de compuestos activadores del metabolismo primario y

secundario en los extractos botanicos (6).

Pardo, M. (2004), en su trabajo de investigacién “Efecto de Solanum
sessiliflorum Dunal sobre el metabolismo lipidico y de la glucosa”, empleado
en 100 sujetos voluntarios de ambos sexos con dislipidemia e hiperglucemia,
a quienes se determinaron las concentraciones basales de los parametros
en estudio, se administrd a los pacientes 40 mL/dia de extracto de cocona
durante 3 dias. En sus resultados, permitio establecer que las disminuciones
de colesterol, LDL, triglicéridos y glucosa séricos, son estadisticamente
significativas (p<0,05), el colesterol alcanzo niveles normales en el 61 % de
los sujetos, el LDL en el 62 %; los triglicéridos en el 92 %, se observo un

incremento significativo del HDL en el 82 %, asi mismo cabe destacar que,

4



con respecto a la glucemia basal normal de algunos de los sujetos normales,

en ninguno de los casos se llego a la hipoglicemia (7).

1.2. Bases tedricas

1.2.1Especies en estudio
A) Solanum sessiliflorum Dunal “cocona”

Clasificaciéon taxonémica:

Reino : Plantae

Division Magnoliophyta

Clase : Equisetopsida C. Agardh

Orden ; Solanales Juss. Ex Bercht. & J. Pres|
Familia Solanaceae Juss

Género Solanum

Especie Solanum sessiliforum Dunal (8).

Distribucion: distribuida en Antioquia, Bolivia, Ecuador, Nicaragua,

Panama, Peru, Selva central Peru (8).

Nombre comun: cocona.

Descripcion  botanica: planta de crecimiento rapido, al
principio herbdcea y luego semilefiosa. Mide hasta 2 m de altura,
presenta tallos cilindricos con pubescencia dura y grisacea, ramifica
desde cerca del suelo, tiene ramas robustas y hojas simples, alternas,
de 30 cm x 26 cm, de margen ondeado o serradas con cara superior
cubierta de pelusa dura y blancuzca, con inflorescencia axilar
en racimos. Sus flores miden de 4 a 5 cm de diametro, con caliz de
cinco sépalos duros, triangulares; corola con cinco pétalos de color
blancuzco o ligeramente amarillo a verde claro. El fruto es casi esférico
u ovoide, con 4 a 12 cm de ancho y 3 a 6 cm de largo, peso entre 24 y
250 g, color desde amarillo hasta rojizo. La cascara es suave y rodea
la pulpa o mesocarpio, gruesa, amarilla y acuosa. Se parece a un

tomate o a un rocoto estandar redondo en forma. Algunos estudios han


https://es.wikipedia.org/wiki/Herb%C3%A1cea
https://es.wikipedia.org/wiki/Tallo
https://es.wikipedia.org/wiki/Rama
https://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
https://es.wikipedia.org/wiki/Inflorescencia
https://es.wikipedia.org/wiki/Racimo
https://es.wikipedia.org/wiki/Flor
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1liz
https://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9palo
https://es.wikipedia.org/wiki/Corola
https://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9talo
https://es.wikipedia.org/wiki/Fruto
https://es.wikipedia.org/wiki/Gramo
https://es.wikipedia.org/wiki/Mesocarpio

demostrado que comiéndolas o tomando su jugo regularmente baja
al colesterol, similarmente a las naranjas, pero con un efecto mas

acentuado (9).

Usos: en la elaboracién de jugos y néctares, también en la elaboracién
de ensaladas. Puede considerarse el tomate de la Amazonia;
preparado con aji es muy agradable y se emplea como ensalada o
como complemento a comidas tipicas en la selva peruana, como
el tacacho con cecina (10). También se utiliza en la preparacion de
encurtidos, compotas dulces, en mermeladas y jaleas. Los frutos son
perecederos, pueden conservarse a temperatura ambiente con buena
aireacion y bajo sombra hasta 5 dias, luego se deteriora. La pulpa
puede conservarse en refrigeracién por tiempo prolongado. La cocona
es rica en hierro y vitamina B5 (acido pantoténico), el volumen del jugo

es de hasta 36 cm3/fruto y el grado Brix de 4-6(9).

B) Capsicum annuum L. “aji dulce”

Identificacién taxondmica

Reino : Plantae

Division Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Solanales Juss. Ex Bercht. & J. Presl|
Familia Solanaceae Juss

Género Capsicum

Especie Capsicum annuum L. (11).

Origen: ElI género Capsicum presenta mas de 25 especies,
domesticados a partir de épocas antiguas en Centro y Sudamérica. Los
denominados “ajies” tienen inicios en la region andina, destacando la
Selva, Alto Perl y actualmente Bolivia, desde entonces se dispersaron
por todo el continente, por intermedio de aves, quienes, al acabar los

frutos, dispersaban las semillas mediante sus excreciones (12).


https://es.wikipedia.org/wiki/Colesterol
https://es.wikipedia.org/wiki/Naranja_(fruta)
https://es.wikipedia.org/wiki/Tacacho_con_cecina
https://es.wikipedia.org/wiki/Hierro
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B5

Descripcién botanica: son plantas anuales, presentan tallos erectos,
herbaceos y ramificados de tonalidad verde oscuro. Asimismo,
presentan hojas planas, simples y de manera lanceolada u ovoide
alargada. Sus flores son perfectas normalmente tienen cinco sépalos,
pétalos, estambres y pistilos. Los pétalos (o0 corola), estambres y
pistilos pueden ser de tonalidad blanco, blanco verdoso, verde-amarillo
y morado a veces purpura, se forman en las axilas de las ramas. La
coloracién varia dependiendo de las especies y variedades. El medio
radicular llega a profundidades de 30-60 cm, y lateralmente se extiende
incluso unos 30-50 cm del soporte, sin embargo, la totalidad de las
raices estan a una hondura de 5 a 40 cm. La elevacion media del
vegetal es de 60 cm, pero este varia segun el sembrado del cual se
trate. El producto se define como una baya, que presenta diferentes
colores y formas segun la diversidad. Del intrinseco céncavo, presenta
de dos a cuatro costillas que dividen el interior del producto, estas
costillas sirven asimismo de sostén de las semillas, que habitualmente
es de tonalidad amarillo palido, excepto C. pubescens que posee

semillas de tonalidad negro (12).

Usos tradicionales

En la alimentacion: El género Capsicum presenta especies usadas en
alimentos populares y en la culinaria. Los tipos picantes se usan en
fresco (sean verdes o maduros), en encurtidos, secos (enteros o
convertidos en cenizas) o como especia industrializada. Los tipos
dulces (no picantes) son utilizados en verde como una hortaliza, incluso
se consumen maduros, frescos, encurtidos, asados y cocinados de

multiples formas, secos, en harina o en lata (13).

En la agroindustria: se utilizan las oleorresinas de Capsicum, extractos
de particularidad oleosa, que provee compuestos aromaticos,
pungentes y carotenoides, obtenidos de la separacién de los ajies
deshidratados con solventes organicos (hexano, acetato de etilo o
acetona), asimismo se puede utilizar bajas temperaturas con diéxido de

carbono supercritico (ScCO,) que muestran resultados crecidamente

7



satisfactorios en cuanto a pureza, integridad de los carotenoides y
separacion de los mismos en la oleorresina obtenida. Estan
compuestas en su conjunto por la capsaicina, dihidrocapsaicina,
capsantina y capsorrubina; las dos primeras resultan responsables de
la pungencia y las otras dos de color naranja o rojiza de los frutos, y en
minima magnitud de compuestos volatiles, debido a la merma
producida en el tiempo de la separacion. Las oleorresinas de Capsicum
picantes, se extraen especialmente de variedades de C. annuum L. y
se usan como aditivos en la preparacion carnica, picadillos, cerdo
ahumado, sopas deshidratadas, salsas, bebidas gaseosas Yy

variedades de snack (13).

En la medicina: son usados para calmar y alternar problemas
relacionados a resfriados, tos, bronquitis, asma y para garganta irritada
y congestionada, empleandolos en géargaras o infusiones de ajies
macerados o de hojas del vegetal. En cenizas se usan para picaduras
de insectos, quitar los efectos de la sarna y piojos, ademas de usarse
para el desvanecimiento debido a las grandes alturas (soroche),
frotando aji tostado en la frente. El aji también beneficia a la produccion
de bilis, siendo de gran beneficio para personas estrefiidas. Quita el
malestar de oido causado por el frio o por el viento y elimina la punzada
de muelas. En modo de emplastos y parches desafia malestares
reumaticos y musculares. Las semillas se usan como analgésicos en

dientes con caries (13).

1.2.2 Espectrofotometria

Se basan en la medida de la radiacion electromagnética que es

absorbida o emitida por una sustancia y se clasifican en:

a. Métodos de absorcion: las mismas que se fundamentan en la
disminucion de la potencia de un haz de radiacion electromagnética

al reaccionar con una sustancia.



b. Métodos de emisién: establecen la radiacibn que emite una
sustancia cuando es excitada previamente por medio de otro tipo de
energia, sea esta eléctrica, térmica, etc.

c. Métodos de fluorescencia: que se basan en la radiacion que emite
la sustancia cuando es excitada previamente por un haz de radiacion

electromagnética.

Otras clasificaciones, se establecen en mérito de la regiéon del
espectro electromagnético que interviene en la técnica, pudiéndose
utilizar regiones como: ultravioleta, visible, infrarrojo, microondas,

rayos X, entre otras mas (Figura 1).

Longitudde onda 2 (nm) 110j 107 10 108 10° 107 10° 110” 110“

| | | 1 I |

Frecuencia v (Hz) 10® 10" 10" 10 10 10" 107 108 104
I ' ' I} A ' A A '
Rayos y Ultravioleta Infrarrojo Ondas de radio
Tipo de radiacion 4 . L L . ! ! ! !
Rayos X | Microondas
Visible
400 nm 700 nm

Figura 1. Regiones del espectro electromagnético en funcién de los

valores de la longitud de onda de cada radiacion

A. Principio: en espectrofotometria, se aprovecha la absorcion de la
radiacion electromagnética en la zona del ultravioleta y visible del
espectro. La muestra, absorbe parte de la radiacion incidente en
este espectro y promueve la transiciéon del analito hacia un estado
excitado, transmitiendo un haz de menor energia radiante. En
espectrofotometria se mide la cantidad de luz absorbida como
funcion de la longitud de onda utilizada; y, dicha absorcion de las

radiaciones ultravioletas, visibles e infrarrojas depende de la


https://es.wikipedia.org/wiki/Ultravioletas

estructura que presente las moléculas y esta es caracteristica de
cada sustancia quimica (14).

La espectrofotometria ultravioleta visible, utiliza haces de radiacion
del espectro electromagnético (rango UV de 180 a 380 nm y rango
visible de 380 a 780 nm) por lo que es de gran importancia y utilidad
para caracterizar los materiales en la region ultravioleta y visible del

espectro (14).

B. Ley de Lambert: determina que la iluminacion producida por una

fuente luminosa sobre una superficie, es directamente proporcional
a la intensidad de la fuente y al coseno del si angulo que forma la
normal a la superficie con la direccion de los rayos de luz, siendo
inversamente proporcional al cuadrado de la distancia a dicha
fuente (14).

C. Ley de Lambert-Beer: Establece que "a mayor concentracion,

mayor absorbancia”, asegurando que la cantidad de luz absorbida
por un cuerpo, depende en si de la concentracion en la solucion
(14).

1.2.3Actividad Antiinflamatoria

La accion captadora de radicales libres generados en los procesos
inflamatorios, es considerada uno de los mecanismos de accion
mediante el cual una sustancia puede ejercer un efecto antiinflamatorio
(15). La inflamacién, es una de las respuestas en las que el cuerpo
reacciona ante una lesion, infeccion u otras afecciones; pudiendo esta

ceder cuando la amenaza de infeccion o lesion desaparece.

A. Tipos de inflamacion:
a. Inflamacion aguda, siendo este sinbnimo de reaccion inmune
innata y en ella distinguimos tres puntos: alteracion de la
permeabilidad vascular, cambios hemodindmicos vy

modificaciones leucocitarias (16). En esta fase dura unos pocos
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dias y ayuda al cuerpo a recuperarse después de una infeccion
o lesion.

b. Inflamacién crénica, la misma que ocurre cuando la enfermedad
o infeccién no desaparece, también cuando el cuerpo se lesiona

varias veces.

Para identificar un proceso que curse con inflamacion, puede ser por
medio de hinchazén, enrojecimiento, dolor fisico o aumento del calor

en una parte del cuerpo.

B. Modelos  experimentales para determinar  actividad

antiinflamatoria in vitro / in vivo

Estudios diversos realizados, usando modelos experimentales in vitro
e in vivo, forman parte del esfuerzo para identificar el efecto de ciertos
0 nuevos principios activos. Los modelos experimentales permiten la
cuantificacion exacta de los niveles de exposicion, a fin de eliminar
muchas variables externas que pueden alterar la respuesta del principio
activo (17).

Entre los modelos experimentales in vitro para evaluar la inflamacion
tenemos:
a. Quimiotaxis de leucocitos polimorfonucleares.
b. Metabolismo del &cido araquidonico.
c. Liberacién inducida de citocinas de glébulos blancos humanos.
d. Citometria de flujo de citocinas intracelulares.
e. Deteccién de antagonistas de IL-1, entre otros.

Asi también, en los modelos experimentales in vivo para evaluar la
inflamacion tenemos (17):

a. Eritema inducido por radiacion UV.

b. Pleuritis inducida por carragenina.

c. Inhibicion de la adhesion de leucocitos a las vénulas

mesentéricas.
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d. Edema de oido inducido por oxazolona.
e. Edema de oreja inducido por aceite de Croton.

f. Edema plantar inducido por carragenina

B.1 Actividad antiinflamatoria in vitro sobre albiumina de huevo

La mezcla de reaccién (5 mL) consiste en 0,2 mL de albumina de

huevo (de huevo de gallina fresco), 2,8 mL de solucién salina

tamponada con fosfato (PBS, pH 6,4) y 2 mL de concentraciones

variables de las muestras, de modo que las concentraciones finales
se convierten en 31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000 ug/mL. Un

volumen similar de agua bidestilada sirve como control. A

continuacion, las mezclas se incuban a 37 + 2 °C por 15 minutos y

después se calienta a 70 °C durante cinco minutos. Después se

deja enfriar, se mide su absorbancia a 660 nm, mediante el uso del

vehiculo como blanco. Se utiliza Diclofenaco sodico, en las
concentraciones de (78,125; 156,25; 312,5; 625,00; 1,250; 2,500

ug/mL) como farmaco de referencia y tratados de manera similar

para la determinacion de la absorbancia (18). EI porcentaje de

inhibicién de desnaturalizacién de la proteina se calcula:

[Vt=Vc]
x ——
vt

% inhibiciéon = 100

Donde: Vt = absorbancia de la muestra, Vc = absorbancia del control.

La concentracion del extracto para 50% de inhibicion (ICso) se

determina por la curva de dosis-respuesta.

B.2) Edema plantar inducido por carragenina

Este método evalla el efecto antiinflamatorio de un determinado

principio activo, basado en la capacidad de tales agentes para

inhibir el edema producido en la pata de animales de

experimentacion (ratas) posterior a la inyeccién de la carragenina

(polisacarido sulfatado de alto peso molecular, formado por

unidades de galactosa y de anhidrogalactosa). La carragenina
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produce respuesta edematogénica, desencadena vias inmunitarias
innatas de la inflamacion y asimismo promueve la produccion de
mediadores inflamatorios, tales como: tromboxanos, bradicinina,
histamina, prostaglandinas, etc. (19). Con esta técnica, se mide el
volumen de la pata de las ratas, antes y después de la induccién
del edema; la misma se produce luego de la administracion por via
subcutanea de 0,10 mL de solucion al 1 % de carragenina en el
lado plantar de la pata, produciéndose un aumento del volumen de
la pata después de 3 0 6 horas (20).

1.3. Definiciéon de términos béasicos

Inflamacion: béasicamente se define como un cambio del equilibrio
morfologico en un area especifica de un tejido, causada por diferentes

agentes: fisicos, quimicos o biologicos (21).

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

proinflamatorios y suprimen la respuesta inmune (22).

Vasodilatacion: caracteristica clasica de la inflamacién y se manifiesta

clinicamente por el enrojecimiento y el calor en el sitio de la lesién.
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacién de hipotesis

Ho: Los frutos de Solanum sessiliflorum Dunal “cocona” y de Capsicum
annum L. “aji dulce” no presentan actividad antiinflamatoria in vitro sobre

eritrocitos plasmaticos.

Ha: Los frutos de Solanum sessiliflorum Dunal “cocona” y de Capsicum
annuum L. “aji dulce” presentan actividad antiinflamatoria in vitro sobre

eritrocitos plasmaticos.

2.2. Variables y su operacionalizacion

Variable independiente

Extracto etanodlico de frutos de S. sessiliflorum Dunal “cocona” y de C.
annum L. “aji dulce”.

.Indicador: Concentraciones de extractos etandlicos: 10 ug/mL, 100
ug/mL 1000 ug/mL y 4000 ug/mL.

Variable dependiente
Actividad antiinflamatoria in vitro.
Indicador: porcentaje de inhibicion antiinflamatoria, 1Cso.
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Operacionalizacion de variables

de inhibicién antiinflamatoria e ICso.

ICso0

Variable Tipo por su i
_ _ Definicién operacional Indicador Escalade| Medio de
independiente naturaleza medicion | verificacion
Extracto etandlico deProducto con diversos compuestos _
o . . Dosis de extractos:
frutos de S.quimicos, obtenido por maceracion,
N . o 10 ug/mL .
sessiliflorum Dunalfiltrado, evaporado (solvente) y llevado Cuantitativa ) Hoja de reporte
_ 100 ug/mL Razon .
“‘cocona” y de C.hasta sequedad, la misma que es analitico
. _ 1000 ug/mL
annuum L. “aji dulce”. |evaluada experimentalmente.
4000 ug/mL
_ o ) Tipo por su i
Variable dependiente Definicion operacional Indicador Escalade| Medio de
naturaleza medicion | verificacion
Ensayo donde se puede evaluar la 0 inhibicié
N . -y ) P . %  de inhibicion Hoja de reporte
Actividad actividad antiinflamatoria de un antiinflamatoria it
5 analitico
antiinflamatoria in vitro. tratamiento, en términos de porcentaje Cuantitativa. Razon
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3.1.

3.2.

3.3.

CAPITULO lll: METODOLOGIA

Tipo y disefio

Tipo de estudio: descriptivo, debido a que la intervencién fue a propadsito de
la investigacion y al mismo tiempo cumplié con la asignacion aleatoria de un

grupo control.

Disefio: experimental, porque se recopilé y analiz6 los datos obtenidos de
distintas fuentes con intervencion del investigador, se controlé
deliberadamente las variables para delimitar relaciones entre ellas a fin de

medir los resultados de manera concluyente.

Disefio muestral

Poblacién: estuvo constituida por frutos de S. sessiliflorum Dunal “cocona”

y de C. annuum L. “aji dulce”.
Muestra: dos (02) kg de frutos.

Muestreo o seleccidon de la muestra: fueron colectadas por conveniencia,
en el Distrito de Fernando Lores — Tamshiyacu, tomando datos geo-
referenciados del lugar donde seran situadas (198°S 4°0'6” S 73°9'38” O).

Criterios de seleccion: se incluyéo material vegetal identificado en buen

estado de conservacion.

Procedimientos de recolecciéon de datos
A. Obtencién del material botanico

Colecta de especies vegetales: utilizando tijeras podadoras, se cortd
suficiente cantidad de frutos. Las muestras colectadas se depositaron en

sobres de manila debidamente rotulados hasta su llegada al laboratorio.

Preparacion y limpieza de muestras vegetales: una vez que las muestras

del material vegetal llegaron al laboratorio, se limpiaron los frutos y se
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cortaron las cascaras en pequefios fragmentos. Al mismo tiempo se
realiz6 una seleccion de frutos en buen estado de cada una de las
especies vegetales para la elaboracion de exsicatas y su posterior

identificacién y certificacion.

Certificacion de la especie vegetal: el Herbarium Amazonense de la
Universidad Nacional de Amazonia Peruana — UNAP certifico la especie
vegetal y entregd una constancia con su respectivo cédigo de

identificacion.

Secado y micropulverizado de las muestras vegetales: una vez limpia las
muestras, se trasladd a un ambiente de secado con una temperatura de
40 °C por una semana. Después del secado de las muestras, se realizo
la molienda, quedando las muestras en polvo de material vegetal
(micropulverizada). El pulverizado se guardé en frascos de color ambar

para su posterior uso en los diferentes ensayos.

.Determinacién de la actividad antiinflamatoria in vitro

Solucion de glébulos rojos humanos: se extrajo 20 mL de sangre venosa
a una persona sana y que no recibié tratamiento alguno con ningun
medicamento (por lo menos 10 dias antes del ensayo). De la sangre
extraida, se coloco 5mL en 4 tubos de ensayo y se mezcld 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 inmersién. La sangre se centrifugé a 3000 rpm por 15
minutos. Concluido este proceso, se descart6 el sobrenadante (suero) y
la fibrina (proteina). El plasma obtenido se lavé con CINa 0,9% y se
centrifug6 a 3000 rpm por 15 minutos (repetir este proceso 3 veces). Con
el paquete celular (plasma) se preparo una solucién al 10% v/v con CINa
0,9% para obtener una solucién de glébulos rojos, y se almacené a una
temperatura de 2 — 8° C (23).

Preparacion del tubo de experimentacion: La mezcla a ensayar contuvo

0,5 mL del extracto etandlico de la cascara del fruto de S. sessiliflorum
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[Tt

Dunal “cocona” y fruto de C. annuum L. “aji dulce” a diferentes
concentraciones en varios tubos (por ejemplo: 4000, 1000, 100, 10
ug/mL), con 1mL de Buffer fosfato (0,15 M pH=7,4), 2mL de solucion
hiposalina (0,36%) y 0,5 mL de la suspensién de glébulos rojos. Se utilizé
hidrocortisona como farmaco de referencia en la evaluacion de actividad.
A otro tubo se agregdé 2mL de solucion hiposalina, con 1 mL de Buffer
fosfato (0,15M pH=7,4) y 0,5 mL de la suspensién de glébulos rojos, el
cual fue el estdndar. 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 solucién sobrenadante fue valorada en el
espectrofotometro a 540 nm. El porcentaje de estabilidad de la membrana

de glébulos rojos se calcul6é usando la siguiente expresion:(24).

Abs control — Abs muestra
(%Inh) = x 100
Abs control

Instrumento: Hoja de reporte analitico

3.4. Procesamiento y analisis de la informacion

Los datos estan agrupados y presentados en tablas; y, se expresaron en
valores medios + desviacién estandar con sus respectivas pruebas de
significancia al 95% segun la prueba T3 Dunnet. Para determinar las
diferencias entre los diferentes tratamientos se realizaron los respectivos

andlisis de varianza a los parametros evaluados de los extractos vegetales.

3.5. Aspectos éticos

Se tuvo 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

100.00
90.00
80.00 7184

70.00 57.37

60.00

50.00

40.00 32.89
30.00 AL

20.00 -

% DE INHIBICION

10.00

0.00
0.01 mg/mL 0.1 mg/mL 1mg/mlL 4mg/mlL

CONCENTRACIONES EVALUADAS
Fuente: elaboracién propia

Figura 2. Porcentajes de estabilidad de la membrana por el extracto de cascara

del fruto de Solanum sessiliflorum Dunal “cocona”

Se observa 24,21% a concentracion 10 ug/mL; 32,89% a 100 ug/mL; 57,37% a
1000 ug/mL y 71,84% a 4000 ug/mL, siendo importante resaltar que, a mayor
concentracion evaluada, mayor porcentaje de inhibicion obtenida.
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Fuente: elaboracion propia

Figura 3. Porcentajes de estabilidad de la membrana por el extracto del fruto de

Capsicum annuum L. “aji dulce”

Se observa 16,84% a concentracion 10 ug/mL; 20,53% a 100 ug/mL; 25,26% a
1000 ug/mL y 29,47% a 4000 ug/mL. En la figura 3 es posible apreciar que
cuando se incrementa la concentracion, paralelamente aumenta el porcentaje de

inhibicioén.
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Fuente: elaboracion propia

Figura 4. Porcentajes de estabilidad de la membrana por la hidrocortisona

como farmaco de referencia

En la figura 4, se observa el resultado de la actividad antiinflamatoria por el
farmaco de referencia, evaluada a diferentes concentraciones (10,100,1000 y
4000 ug/mL), mediante la aplicacion del método de estabilidad de la membrana
de glébulos rojos. En ella observamos que hay tendencia de mayor actividad
antiinflamatoria a medida que aumenta la concentracion en las soluciones de
trabajo de los extractos, la misma que obtuvo un 49,76% a concentracion 10

ug/mL; 52,84% a 100 ug/mL; 74,53% a 1000 ug/mL y un 82,65% a 4000 ug/mL.
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Figura 5. Porcentajes de proteccion de la membrana de glébulos rojos entre los

grupos de estudio por cada concentracion evaluada

Se observa los resultados que presentan los tres grupos de estudio, evaluadas
a concentraciones de 10, 100, 1000 y 4000 ug/mL; resaltando Hidrocortisona con

el mayor porcentaje de inhibicion.
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Tabla 1. Descriptivos de los grupos de estudio — porcentaje de inhibicion

95% del intervalo de

Grupos de Desviacién confianza para la media

estudio N Media estandar Limite Limite Minimo - Maximo
inferior superior
Solanum
sessiliflorum
46,58 21,93 11,69 81,47 24,21 71,84
Dunal —
cascara fruto
Capsicum
annuum L. — 4 23,03 5,51 14,26 31,79 16,84 29,47
fruto
Hidrocortisona 4 57,78 25,04 17,94 97,62 29,38 82,65

Fuente: elaboracién propia

En la tabla 1, se observa los estadisticos de los grupos de estudio — porcentaje
de inhibicién donde la especie vegetal S. sessiliflorum Dunal — cdscara fruto, obtuvo
una media de 46,58 porcentaje de inhibiciobn con una desviacion estandar de
21,93; C. annuum L. - fruto tuvo una media igual a 23,03 de porcentaje de
inhibicion con una desviacion estandar de 5,51; mientras que el farmaco
Hidrocortisona obtuvo una media de 57,78 porcentaje de inhibicion con una
desviacion estdndar de 25,04. Asimismo, se observa para cada grupo los
respectivos intervalos de confianza al 95%.
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Tabla 2. Prueba de normalidad de los datos segun grupo de estudio — porcentaje

de inhibicion
Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Porcentajelnhibicion 0,868 12 0,062

Fuente: elaboracién propia

En la tabla 2, aplicando el programa SPSS version 22, se observa que todos los
grupos presentan normalidad, luego de comparar el valor de la sig = 0,062 (6,2%)
mayor que el valor de a = 0,05 (5%) aplicando la prueba de normalidad de
Shapiro — Wilk. El analisis de normalidad nos permite realizar pruebas

paramétricas.

Tabla 3. Prueba de homogeneidad de varianzas — porcentaje de inhibicion

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
9,138 2 9 0,007

Fuente: elaboracion propia

En la tabla 3, 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 = 0,007.
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Tabla 4. Analisis de varianza de grupos de estudio - porcentaje de inhibicion

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2517,502 2 1258,751 3,319 0,083
Dentro de grupos 3413,745 9 379,305
Total 5931,247 11

Fuente: elaboracion propia

En la tabla 4, aplicando el programa SPSS versién 22, se determind que
sig.=0,083 siendo mayor que 0=0,05. Se concluye que no 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

inhibicioén.
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Tabla 5. Comparaciones multiples entre los grupos - porcentaje de inhibicién

T3 Dunnett
95% de intervalo de
confianza
() Grupo de (J) Grupo de  Diferencia de Error Limite Limite
estudio estudio medias (I-J) estandar Sig. inferior  superior
Solanum C. annuum L. -
y 23,553 11,304 0,265 -22,853 69,958
sessiliflorum fruto
Dunal—céascara Hidrocortisona
-11,203 16,640 0,873 -64,615 42,210
fruto
Capsicum S. sessiliflorum
annuum L. — Dunal — cascara -23,553 11,304 0,265 -69,958 22,853
fruto fruto
Hidrocortisona -34,755 12,817 0,153 -88,219 18,709
Hidrocortisona S. sessiliflorum
Dunal — cascara 11,203 16,640 0,873 -42,210 64,615
fruto
C. annuum L. -
fut 34,755 12,817 0,153 -18,709 88,219
ruto

*La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05(5%)

Fuente: elaboracion propia

La prueba T3 Dunnett (prueba que se aplica cuando las varianzas de los grupos

no son homogéneas), encontrandose que el grupo S. sessiliflorum Dunal — cascara

fruto produce diferente porcentaje de inhibicién respecto a C. annuum L. - fruto e

Hidrocortisona con valores de sig = 0,265; sig = 0,873 respectivamente; el grupo

C. annuum L. - fruto produce diferente porcentaje de inhibicién respecto S.

sessiliflorum Dunal — cascara fruto e Hidrocortisona con valores de sig = 0,265 y sig

= 0,153. Asimismo, el grupo Hidrocortisona produce diferente porcentaje de

inhibicion respecto a S. sessiliflorum Dunal — cascara fruto y C. annuum L. - fruto.

En conclusion, el producto Hidrocortisona produce porcentaje de inhibicion

diferente al grupo S. sessiliflorum Dunal — cascara fruto y C. annuum L. - fruto.
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Tabla 6. Calculo de ICso a partir de la ecuacion obtenida con su respectivo R?

Grupos de estudio  Ecuacion R? ICs0
S. sessiliflorum y = 34,486In(x) + 19,179 0,8941 2,44 mg
Dunal — cascara
fruto
C.annuumL.—- y=8,912In(x) + 15,946 0,9456 45,66 mg
fruto
Hidrocortisona y = 24,609In(x) + 45,393 0,8393 1,21 mg

Fuente: realizacion propia

La Tabla 6 evidencia que S. sessiliflorum Dunal — cascara fruto mostré un ICso=2,44
mg, lo que nos indica que a esta concentracion produce inhibicidon en cuanto a
proteccion de la membrana de globulos rojos; en comparacioén con C. annuum L.
- fruto un ICs50=45,66 mg. En cambio, el farmaco de referencia Hidrocortisona
obtuvo menor ICs0=1,21 mg lo que demuestra que es el de mejor actividad

antiinflamatoria.
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CAPITULO V: DISCUSION

En la actualidad, uno de los modelos de investigacion sobre actividad
antiinflamatoria in vitro, se ejecutan a partir de la liberaciobn de enzimas
lisosomales en procesos inflamatorios, por lo que ciertos mecanismos de
respuesta conducen la estabilizacion de la membrana lisosomal, evitando que
dicha liberacion de enzimas pueda ocasionar activacién de factores y procesos
inflamatorios (25,26). La membrana referida a los eritrocitos, es anéloga a la
membrana lisosomal; y en ese sentido, evitar su ruptura se considera como
actividad antiinflamatoria (25). En este modelo, los agentes antiinflamatorios
aminoran el porcentaje de hemolisis e incrementan el porcentaje de estabilidad
de la membrana, permitiendo afirmar que a mayor hemolisis menor estabilidad
de la membrana y menor efecto antiinflamatorio y viceversa. Los resultados de
nuestro trabajo, indican que el extracto de S. sessiliflorum Dunal — céscara fruto,
modificd de manera mucho mas efectiva las variables evaluadas de manera
similar a agentes antiinflamatorios, como es el caso de la Hidrocortisona como
farmaco antiinflamatorio de referencia empleado para este estudio; siendo
completamente contraria al extracto de C. annuum L. que necesita mayor

concentracion a fin de obtener un efecto antiinflamatorio deseado.

El efecto antiinflamatorio in vitro obtenido en el extracto de S. sessiliflorum Dunal —
cascara fruto, se le puede atribuir a la presencia de flavonoides, ya que los
compuestos fendlicos son un grupo importante de metabolitos secundarios
responsables del efecto estabilizador de la membrana (26); asimismo, la
presencia de alcaloides podria estar implicado en dicho efecto, ya que en
diversas plantas estos son compuestos bioactivos responsables de la actividad
antiinflamatoria (27,28). Nuestro resultado, guarda relacion con la “evaluacion de
citotoxicidad, genotoxicidad, antigenotoxicidad y expresion de los genes iNos y
COX-2 en ratas tratadas con la pulpa del fruto de S. sessiliflorum Dunal’(29)
donde los datos obtenidos de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real referentes al gen COX-2, mostraron que la pulpa de cocona no moduld la

transcripcion de este gen a dosis de 125,250,375 y 500 mg/kg p.c.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Los porcentajes de estabilidad de la membrana por el extracto de cascara
del fruto de Solanum sessiliflorum Dunal fueron 24,21% a 10 ug/mL; 32,89%
a 100 ug/mL; 57,37% a 1000 ug/mL y un 71,84% a 4000 ug/mL.

Los porcentajes de estabilidad de la membrana por el extracto del fruto de
Capsicum annuum L. “aji dulce” fueron 16,84% a 10 ug/mL; 20,53% a 100
ug/mL; 25,26% a 1000 ug/mL y 29,47% a 4000 ug/mL respectivamente.

Para el caso del farmaco de referencia Hidrocortisona, se obtuvo un
49,76% a 10 ug/mL; 52,84% a 100 ug/mL; 74,53% a 1000 ug/mL y un
82,65% a 4000 ug/mL.

S. sessiliflorum Dunal — cascara fruto mostré un 1Cs0=2,44 mg, lo que nos
indica que a esta concentracion produce inhibicion en cuanto a proteccion
de la membrana de globulos rojos; en comparacion con C. annuum L. -
fruto un 1Cs=45,66 mg. En cambio, el farmaco de referencia
Hidrocortisona obtuvo menor ICs0=1,21 mg lo que demuestra que es el de
mejor actividad antiinflamatoria en este modelo in vitro. Dichos resultados
generan perspectivas para el estudio de extractos de S. sessiliflorum Dunal

en modelos in vivo.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Es preciso sefalar la importancia de continuar con el estudio fitoquimico
de ambas especies vegetales, a fin de poder aislar sus posibles
compuestos naturales y Utiles para el tratamiento de las enfermedades
gue cursan con desoérdenes inflamatorios. Para ello, se pueden realizar
investigaciones relacionadas al fraccionamiento metandlico de las
muestras, para luego analizarlas por medio de HPLC y elucidar los

compuestos que estas contienen.

Asimismo, se recomienda continuar con mas estudios farmacoldgicos
relacionados a la actividad antiinflamatoria, a través de un bioensayo de
edema plantar agudo inducido por carragenina (por ejemplo), la misma

gue permitird ensayar varias dosis y extrapolar efectos sistémicos.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de certificacion de la especie vegetal

Centro de Investigacion de
.U N AP Recursos Naturales
Herbarium Amazonense — AMAZ

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

CONSTANCIA n.° 011-2021-AMAZ-UNAP

El Coordinadar del Herbarum Amazomense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacionad de la
Amaronia Persans

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botdnica presentada por MARIA PAULA BALTUAND CURTO, bachilier de la Facultad de
Farmacia y Slogquimica de |a Universidad Naciosal de la Amazonia Pervana pertenece al proyecto de
tesis de pre grado ttulado ACTIVIDAD ANTHNFLAMATORMA in wvitre SOBRE ERITROCITOS
PLASMATICOS DE LOS FRUTOS DE Solasuw sessilifiovome ¥ DE Capsicom anmowsy ha sido
DETERMINADA en este Centro de lrvestigackn y Enseanza Herbarium Amazonense -AMAZ dol Centro
de lowestigacion de Recwrsos Naturales de 1a UNAP-CIRNA-UNAP como ¢ Indica a continuacion:

N FAMMLIA ESPECE
01 | SOLANACEAE Solanwm sessAifioruar Dunal
02 SOLANACEAE Capsicony annuwer L

A los sieto dias del mes de junio de dos mil veintiuno, se expide la presents constancia 2 12 nteresada
para bos fines gue so estime conveniente.

Atentamenta,
UNIVER
Dewczitn Peactan - lgatos Perg Pigrs 1ce 1 TONSTAMCIA n * DLL-JO21-AMAZ -LINAP m’_m,m.u‘_o
Asdo. 49¢ =
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Anexo 2. Pesada de la muestra

Anexo 3. Configuracién del experimento
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