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Resumen

La implementacion de ensayos in vitro ha permitido evaluar un sinnimero de sustancias y
permitido evidenciar las propiedades beneficiosas de las plantas. Este trabajo se centrd en
estandarizar un método para evaluar la actividad antiinflamatoria en matrices naturales,
mediante la utilizacién de un método de estabilizacién de la membrana de eritrocitos (HRBC).
Se modificaron modelos existentes, obteniendo un protocolo fiable que reduce falsos
positivos y negativos. Dentro de las matrices naturales ensayadas, destacaron, el aceite
esencial de Lepechinia betonicifolia con un Clsp de 4.51 mg/mL y el extracto de Piper
ecuadorense con 28.42 mg/mL, mientras que, el extracto de Mansoa alliacea mostré un efecto
menor con una Clsg de 177.05 mg/mL. Para el extracto de Punica granatum, los valores de
ICso Oscilaron entre 18.20 y 27.42 mg/mL, ajustandose el pH debido a su alta acidez. Los
resultados nos permitieron valorar la idoneidad del método como una medida indirecta de
actividad antiinflamatoria, sin embargo, en algunas matrices vegetales, se debe ajustar ciertas
condiciones como pH o solubilidad y se debe considerar la citotoxicidad natural de algunas
sustancias para no interpretar falsos resultados.

Palabras clave: HRBC, antiinflamatorio, CI50, Piper ecuadorense, Lepechinia

betonicifolia, Punica granatum. Mansoa alliacea.



Abstract

The implementation of in vitro assays has enabled the evaluation of countless
substances and allowed for the demonstration of the beneficial properties of plants. This work
focused on standardizing a method to assess anti-inflammatory activity in natural matrices
through the use of the Human Red Blood Cell (HRBC) membrane stabilization method.
Existing models were modified, resulting in a reliable protocol that reduces false positives and
negatives. Among the tested natural matrices, Lepechinia betonicifolia essential oil stood out
with an ICs of 4.51 mg/mL, and the extract of Piper ecuadorense with 28.42 mg/mL, while the
extract of Mansoa alliacea showed a lesser effect with an 1Cso of 177.05 mg/mL. For the extract
of Punica granatum, ICso values ranged between 18.20 and 27.42 mg/mL, with pH
adjustments due to its high acidity. The results allowed us to assess the suitability of the
method as an indirect measure of anti-inflammatory activity. However, in some plant matrices,
conditions such as pH or solubility need to be adjusted, and the natural cytotoxicity of certain
substances must be considered to avoid misinterpreting results.

Keywords: HRBC, antiinflamatory activity, CI50, Piper ecuadorense, Lepechinia

betonicifolia, Punica granatum. Mansoa alliacea



Introduccion

En la actualidad, se ha estudiado muchas especies vegetales por sus diversas
propiedades medicinales que han demostrado a lo largo de los afios. Sin embargo,
propiedades como antioxidantes, antibacterianas y antiinflamatorias en ensayos in vitro, no
se ha logrado estudiarlo a fondo. Para que estos estudios tomen relevancia, primero se han
realizado estudios in vivo, pero su replicacion en modelos animales ha traido mucha
controversia. Es por esta razén que se ha intentado replicar estos modelos, pero en ensayos
in vitro para semejar lo que ocurre en un organismo vivo, pero bajo condiciones que sean
menos invasivas.

El dafio que se genera a nivel celular es causado por diferentes mecanismos, entre
ellos, el estrés oxidativo provocado principalmente por un desequilibrio que tiene efecto tdxico
y se da durante la reduccién del oxigeno molecular en organismos aerobios. Cuando un grupo
de atomos o uno solo tienen un electrén desapareado se los denomina radicales libres;
mismos que son la consecuencia de que se genere dafios en tejidos y células (Peralta-Pérez
y Volke-Sepulveda, 2011).

Las plantas tienen varios componentes fitoguimicos presentes que ayudan a disminuir
los efectos del estrés oxidativo y la inflamacién cronica; se han descrito que los principales
compuestos con propiedades antinflamatorias son flavonas, flavonoides, fenoles vy
dihidroflavononas (Us-Medina, 2020).

Bajo estos antecedentes, el presente trabajo de investigacibn se centré6 en
estandarizar un método in vitro para la determinacién de actividad antiinflamatoria mediante
el método de estabilizacion de la membrana de glébulos rojos (HRBC) y asi poder evaluar si
muestras de origen vegetal o alimentario son capaces de evitar el estrés oxidativo y
finalmente, que este protocolo quede como base para posteriores ensayos para el laboratorio
de Bioensayos de la Universidad Técnica Particular de Loja.

El trabajo est4 organizado en cuatro capitulos principales el primero es una revision
bibliografica acerca de la inflamacion, mediadores de respuesta inflamatoria, medicamentos

antiinflamatorios, riqueza vegetal como fuente de agentes antiinflamatorios y modelos de



evaluacién de actividad antiinflamatoria, en el capitulo dos aborda sobre la metodologia
aplicada, en el tercer capitulo se describen resultados obtenidos y en el cuarto ultimo capitulo
se presenta la discusién de los resultados obtenidos en comparaciéon con otros estudios
relevantes y de las mismas caracteristicas. Finalmente, como cierre del trabajo de

investigacion se presentaron las conclusiones y recomendaciones.



Capitulo uno
Marco Teorico
1.1 Lainflamacion

La inflamacion es una respuesta reparadora del sistema inmunoldgico frente a un
dafio celular, este mecanismo inflamatorio ocasiona un gasto energético metabdlico que
puede producir una respuesta de fase aguda el cual es caracterizado por manifestaciones
clinicas como malestar corporal, fiebre y alteracion del perfil proteico y de leucocitos
circulantes. Una inflamacién aguda local, puede provocar reacciones organicas generalizadas
las cuales son reacciones que no tienen control y se conocen como inflamacion maligna, la
misma que va a conducir al dafio multiorganico y provocar la muerte de la persona (Garcia,
2008).

El proceso de inflamacién es muy complejo ya que debe adaptar al organismo a
circunstancias anormales mediante un mecanismo de homeostasis, mientras que, la
respuesta inflamatoria se desencadena a causa de infecciones bacterianas, virales o
fungicas, asi como, a una variedad de estimulos generadores de lesiones tisulares tanto
traumaticos, autoinmunes, toxicos, isquémicos, entre otros (Vega, 2008).

Cuando un agente causal provoca una agresion, se libera el proceso inflamatorio el
mismo que es mediado tanto por factores celulares como humorales para asi restringir y
frenar la lesiéon producida. Como defensa del organismo existen tres elementos; sistemas
inespecificos, respuestas antigeno-especificas y la barrera externa. Una respuesta inicial
rapida y controlada tanto humoral como celular en donde la via de complemento, cininas,
coagulacion y cascada fibrinolitica es desencadena por la activacion conjunta de las células
endoteliales y de los fagocitos. Siendo una respuesta util para mantener el equilibrio entre
células y mediadores (Garcia de Lorenzo y Mateos et al., 2000).

1.2 Mediadores de respuesta inflamatoria

Con lo que respecta a los moduladores de la respuesta inflamatoria aguda (RIA),

actian de forma inmediata después de la agresion, produciendo cambios en el flujo

sanguineo y también en el calibre de los vasos, originando primero una alteracion en la



permeabilidad vascular, seguido de la extravasacion leucocitaria y de plasma (Ledn et al.,
2015). En la tabla 1 se describen los principales mediadores quimicos frente a la respuesta
inflamatoria aguda.

Tabla 1

Tipos de mediadores quimicos involucrados en la RIA

Mediador quimico Accién

Oxido nitrico Citotoxicidad, Incremento de la permeabilidad,

vasodilatacion

Metabolitos del oxigeno Incremento de la permeabilidad, lesion endotelial y
tisular

Histamina y serotonina Incremento de la permeabilidad

Prostaglandinas Vasodilatacion, activa a otros mediadores, dolor,
fiebre

Factor activador de plaquetas (PAF) | Incremento de la permeabilidad, cebado de

leucocitos, broncoconstriccion

Bradicinina Incremento de la permeabilidad, dolor

Leucotrieno B4 Quimiotaxis, adhesion y activacion leucocitaria

Leucotrieno C4, D4, E4 Incremento de la permeabilidad, vasoconstriccion,
broncoconstriccion

C3a Incremento de la permeabilidad opsonina

Cha Incremento de la permeabilidad, activacién

leucocitaria, quimiotaxis y adhesion

Citocinas (IL-1y TNF) Quimiotaxis, reacciones de fase aguda, activacion

endotelial

Nota. Adaptado de Ledn et al.,, 2015. Respuesta inflamatoria aguada. Consideraciones

bioguimicas y celulares
Segun Garcia-Carrasco (2016), durante el proceso de inflamacion los mediadores
guimicos van a generar principalmente cuatro mecanismos importantes que se pueden
evidenciar de manera clinica:
e Alteracion del calibre vascular: la respuesta es mediada por la epinefrina y genera
una vasoconstriccion local. Posteriormente, se produce dilatacion arterial por efecto

de la histamina.



e Alteracién del flujo sanguineo: la primera alteracion se da en el aumento de la
velocidad del flujo dado por la dilatacion arteriolar. Este fendmeno va a provocar que
las vénulas no puedan drenar la sangre con la misma velocidad que con la que inicia.

e Alteracion de la permeabilidad: es incrementada directamente por el agente causal
y por la accién de mediadores quimicos secundarios principalmente actdan las
prostaglandinas y leucotrienos.

e Formacién del exudado: este se forma por la salida de agua y electrolitos
produciendo espacios intracelulares a causa de la salida de fibrina y otro tipo de
proteinas. Existen diferentes tipos de exudados y van a depender del proceso

inflamatorio que estén cursando.

1.3  Factores de lainflamacion

La respuesta inflamatoria es un proceso biolégico complejo y esencial del sistema
inmunoldgico que se activa en respuesta a infecciones, lesiones o irritaciones. Este proceso
es crucial para la defensa del organismo y la reparacién de tejidos, y esta mediado por una
serie de factores y mediadores quimicos (Abbas y Lichtman, 2017). A continuacion, se
presentan los principales factores involucrados en la respuesta inflamatoria:

e Células inmunitarias; dentro de este tipo de células van a estar presentes
tres tipos principales: los neutrdfilos quienes son los primeros en llegar al sitio
de la inflamacién en donde cumple la funcién de fagocitar patdégenos y restos
celulares. Luego estan los macréfagos, que son derivados de los monocitos y
tienen como papel principal la liberacibn de mediadores inflamatorios y
finalmente los linfocitos que participan en la respuesta inmunitaria adaptativa
y ayudan a mantener la inflamacion crénica si es necesario (Medzhitov, 2008).

e Mediadores quimicos; estos mediadores comprenden a citocinas como
interleucinas (IL-1, IL-6), factor de necrosis tumoral (TNF-a) mismos que
regulan la intensidad y duracién de la respuesta inflamatoria (Nathan,2002),

quimiocinas quienes dirigen la migracion células inmunitarias al sitio de



inflamacién y las prostaglandinas y leucotrienos que son derivados del 4cido
araquidénico modulando la permeabilidad vascular, el dolor y la fiebre (Serhan,
Chiang y Van Dyke, 2008).

e Factores vasoactivos; entre ellos la histamina liberada por monocitos y
basofilos, este aminoacido aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos
y contribuye a la formacion del edemay el 6xido nitrico que es un vasodilatador
gue tiene propiedades antimicrobianas (Quezada, Pozo y Martinez, 2018).

e Proteinas del complemento; se da por la formacion de un sistema de
proteinas plasmaticas que cuando se activan van a destruir los patégenos
directamente o marcar a las células para la fagocitosis (Alarcén, 2020).

e [Factores de coagulacion; los mismos que participan en la formaciéon de
coagulos de sangre para limitar la pérdida de sangre y la diseminacién de
patégenos (Guerrero y Lépez, 2015).

1.4 Medicamentos antiinflamatorios

Un medicamento antiinflamatorio es un farmaco que se utiliza para disminuir la
inflamacién de los tejidos, sin embargo, estos medicamentos surgen en los afios cincuenta y
toman el nombre de antiinflamatorios no esteroides (AINES), los cuales son un grupo de
farmacos quimicos heterogéneo que también tienen efectos analgésicos aliviando el dolor,
efectos antiinflamatorios y efectos antipiréticos disminuyendo la fiebre (Divins, 2014).

Los AINEs tienen un mecanismo de inhibicidn sobre cierto tipo de enzimas como son
las ciclooxigenasas (COX). Estas enzimas tienen una accion catalizadora sobre la sintesis de
prostaglandinas (PGs) a partir de acido araquidénico (AA) y de otros acidos grasos
precursores. Estos AINEs se pueden clasificar de manera general en selectivos y no
selectivos, dependiendo de si inhiben a la Ciclooxigenasa 2 (COX-2), o si inhiben
indiferentemente a la Ciclooxigenasa 1 (COX-1) o COX-2 Ghlichloo y Gerriets (2023).

1.4.1. AINES no selectivos
Dentro de este grupo se incluyen generalmente medicamentos comunmente

disponibles sin prescripcion médica como la aspirina, ibuprofeno o naproxeno, asi como



muchas drogas de prescripcibn que son empleados para el tratamiento del dolor y la
inflamacién. Estos medicamentos son efectivos para el manejo de diversas condiciones
inflamatorias y dolorosas, pero su uso debe ser supervisado por un médico debido a los
posibles efectos secundarios, como riesgo de Ulceras géastricas, sangrado gastrointestinal y/o
dafo renal (Moreno y Navarro, 2024).
1.4.2. AINES selectivos

También denominados inhibidores COX-2, son tan efectivos en aliviar el dolor y la
inflamacién como los AINESs no selectivos y menos probables de causar dafio gastrointestinal.
Entre los principios activos mas reconocidos esta el celecoxib, etoricoxib y lumiracoxib.
Aunque el lumiracoxib se vendia en Ecuador bajo el nombre comercial de Prexige®, a finales
del afio 2007 se emitio restricciones por parte de la FDA para su comercializacion (Burton B.,
2007), y lo calific6 como un medicamento de riesgo, por presentarse problemas de falla
hepatica, (requiriendo en algunos casos trasplante hepatico). Este medicamento nunca fue
aprobado en los Estados Unidos para su comercializacion. En diciembre de 2008 finalmente
la Agencia de Medicamentos Europeos (EMA, 2007) emitié un comunicado de prensa para el
retiro de todas las formas comerciales del medicamento.

A continuacion, en la tabla 2 se mencionan algunos de los AINEs no selectivos y
selectivos mas conocidos que requieren o no prescripciéon médica:

Tabla 2

Clasificacion de los AINEs segun selectividad por COX1y COX2

Tipo Ciclooxigenasa Farmaco Indicacion terapéutica
Ibuprofeno Inflamacion, dolor y fiebre
Diclofenaco artritis  reumatoide, osteoartritis y  espondilitis

anquilosante

Indometacina artritis reumatoide, osteoartritis, espondilitis
Inhibidores COX1 anquilosante y la gota aguda

Meloxicam Aliviar la inflamacién, dolor y sensibilidad

Diflunisal Osteoartritis, artritis reumatoide

Naproxeno duracion de accion mas prolongada. artritis, la

tendinitis, la bursitis y el dolor menstrual
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Etodolaco Aliviar inflamacion e hinchazén
Tolmetin Artritis,  artritis  idiopatica  juvenil,  trastornos
osteomusculares, espondilitis anquilosante
Fenoprofeno Empleado en dolor leve 0 moderado
Indicado en tratamiento odontoldgicos
Piroxicam artritis reumatoide y la osteoartritis
Ketorolaco Alivio a corto plazo del dolor moderadamente intenso

Flurbiprofeno

Aliviar dolor de garganta agudo e irritacién

Ketoprofeno Coélicos menstruales, fiebre, artritis, inflamacion y
rigidez

Parecoxib Analgésico preventivo

Celecoxib Aliviar sintomas de artrosis y artritis reumatoide

Valdecoxib Medicamento retirado del mercado por incremento de
ataque cardiaco

Inhibidores COX2 Lumiracoxib Medicamento retirado del mercado por dafio hepatico

Rofecoxib Medicamento retirado del mercado por incremento de
ataque cardiaco

Etoricoxib Dolor articular, muscular, artrosis, artritis reumatoide,

espondilitis anquilosante y gota

Nota. Adaptado de Keb (2022). Mecanismo de los AINES y antiinflamatorios derivados para el control

del dolor y la inflamacién. Uso de antiinflamatorios en odontologia

Los AINEs en su mayoria, los que actuan en la COX 1 también han presentado tener
acciones de proteccion, a nivel renal, funcién de constrictor del ovario y utero, dolor,
inflamacién hemostasia y actuan a nivel del hipotalamo como regulador de la temperatura
corporal. Sin embargo, en personas que padecen de enfermedades gastrointestinales no es
recomendable prescribir este tipo de medicamentos ya que pueden causar irritabilidad

gastrica (Keb, 2022).

Las personas con enfermedad arteria coronaria (ej. Historial de ataque al corazén,
angina, historial de ataque cerebro vascular o estenosis intracraneal) asi como personas que
tienen una alta probabilidad de riesgo para estas enfermedades, deberian evitar su consumo

(Carbajal et al., 2013).
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1.5 Lariquezavegetal como una fuente de agentes antiinflamatorios

El planeta Tierra alberga una asombrosa diversidad de vida vegetal, con un estimado
de mas de 390.000 especies de plantas vasculares (Plants of the World Online, 2024). Esta
rigueza botanica no solo es una maravilla natural, sino que también representa una fuente
invaluable de recursos para la humanidad. Las plantas han sido utilizadas durante miles de
afos como fuente de alimento, medicina, materiales y otros productos esenciales. En la
actualidad, la diversidad vegetal sigue desempenando un papel fundamental en la economia

global y en la salud humana.

1.5.1. Importancia econdmicay medicinal de la diversidad vegetal
Las especies vegetales y particularmente las medicinales y aromaticas han sido

empleadas con diferentes fines, sobre todo en el sector farmacéutico, agroalimentario,

cosmético o por generar beneficios ambientales (Cupido, De Nova y Cilia-L6opez, 2024).

1.5.1.1. Sector Farmacéutico. La industria farmacéutica depende en gran medida de las
plantas como fuente de materia prima para la elaboracion de medicamentos. Se
estima que alrededor del 25% de los medicamentos modernos tienen su origen en
plantas 0 en compuestos derivados de ellas (World Health Organization, 2021).
Un ejemplo notable es la aspirina, derivada del sauce blanco (Salix alba), que se
utiliza para aliviar el dolor y la fiebre (Aggarwal y Harikumar, 2009). La digoxina,
obtenida de la dedalera (Digitalis purpurea), se utiliza para tratar la insuficiencia
cardiaca (Pervaiz y Rizvi, 2015).

1.5.1.2. Sectores Agricola, Alimentario, Cosmético y Textil. La diversidad vegetal
también tiene una gran importancia econémica en sectores como la agricultura, la
alimentacion, la cosmética y la industria textil. La agricultura depende en gran
medida de las plantas para la produccion de alimentos, forraje y otros productos
agricolas. La industria alimentaria utiliza las plantas para la elaboracion de una
amplia gama de productos, desde aceites y especias hasta bebidas y productos

procesados. La cosmética se beneficia de los compuestos bioactivos de las
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plantas para la elaboracién de cremas, lociones y otros productos de belleza. La
industria textil utiliza las fibras naturales de las plantas, como el algodén y el lino,
para la fabricacion de ropa y otros productos textiles (Smith 2023).

1.5.1.3. Beneficios ambientales. La diversidad vegetal también juega un papel crucial en
la preservacion del medio ambiente. Las plantas contribuyen a la regulacion del
clima, la purificacion del aire y el agua, la prevencion de la erosion del suelo y la
conservacion de la biodiversidad. Ademas, las plantas son una fuente de energia
renovable y pueden utilizarse para la produccion de biocombustibles y otros
productos biodegradables (Leon, 2016).

1.5.2. Agentes antiinflamatorios derivados de especies vegetales

La diversidad vegetal ha permitido una exploracion quimica ampliada y se conocen un
sinnumero de compuestos, los cuales se han agrupado en familias de acuerdo con su origen
biosintético. Segin Montes-Belmont (2009) se ha calculado que se conoce la estructura
guimica de aproximadamente 100 mil metabolitos secundarios que han presentado
propiedades biolégicas como mecanismos de defensa.

Estos compuestos han presentado una diversidad de aplicaciones farmacoldgicas, y
en el campo de la actividad antinflamatoria, podemos encontrar compuestos de naturaleza
flavonoidea como la curcumina, quercetina, glabridina, luteolina, kaempferol, entre otras. De
naturaleza terpénica, se ha reportado al stigmasterol, 3-sitosterol, acido oleandlico, acido
maslinico; en la familia de los lignanos son pocos los agentes antiinflamatorios y tenemos a
la Gomisina H, Angeloilgomisina, Rubschisandrina. También se conocen compuestos
fendlicos como el acido 4-hidroxibenzoico, ferulico, salicina, cis y trans mellitosido, mientras
gue de origen alcaloideo los mas representativos son la colchicina y la capsaicina. De
naturaleza terpénica pero aislado de aceites esenciales, se han reportado como bioactivos al
eugenol, B-pinene, a-pinene, camphor, linalool, etc (Gonfa et al, 2023).

A pesar de los extensos estudios in vitro, existen pocos estudios in vivo, y a pesar de
ello, aun permanece esquivo el uso de agentes derivados de especies medicinales por la falta

de informaciéon a nivel clinico. En la actualidad, 6 compuestos antiinflamatorios se han
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probado en humanos recientemente, entre ellos: curcumina, colchicina, resveratrol,
capsaicina, epigallocatequina-3-galato (EGCG) y quercetina. De la curcumina, se han
realizado 77 estudios clinicos, de los cuales, 50 han finalizado; en el caso de la colchicina, a
pesar de ser un producto aprobado, recientemente se estan efectuando estudios clinicos
como agente antiinflamatorio, con 14 estudios en fase de reclutamiento. Resveratrol ha
demostrado una plétora de efectos, sin embargo, aun no se ha demostrado su eficacia como
droga en el campo de los antiinflamatorios, no habiendo un medicamento aprobado. Para la
Capsaicina se enlistan 14 estudios clinicos en diferentes fases sobre todo como adyuvante
para el dolor. Los estudios sobre EGCG en cambio son bastante escasos, y se han enfocado
indirectamente en enfermedades relacionadas con 17 estudios clinicos abiertos. Por otro
lado, la quercetina, ha demostrado una variedad de efectos antinflamatorios in vitro, sin
embargo, quercetina solo se analizara en dos estudios de fase 1y 2, evaluando sobre todo
su seguridad (Furst y Zundorf, 2014).

Curcumina (Hydrocurc ®), administrado a una dosis de 500 mg, dos veces al dia por
4 semanas, a 32 pacientes previamente diagnosticados con COVID 19, demostrd una
disminucién significativa de niveles de interlecuina 6 (IL-6) y proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP-1), comparado al placebo, demostrado un prometedor efecto
antiinflamatorio, como suplemento profilactico (Fessler, 2023).

Mucha de la investigacién realizada sobre el resveratrol (RV), figura 1, se ha enfocado
en sus efectos sobre patologias relacionadas a estrés oxidativo, biomarcadores inflamatorios,
diabetes tipo 2 (DT2), enfermedades cardiovasculares y neuroldgicas. La investigacion mas
reciente revela una clara tendencia a identificar RV en plasma, demostrando su seguridad
como suplemento y que su biodisponibilidad dependera de muchos factores como la matriz
asociada, dosis, tiempo de consumo, etc., aunque, a pesar de la clara evidencia, no existe
aun consenso para una dosificacion adecuada para alguna patologia en particular (Ramirez
et al, 2018).

La capsaicina (figura 1C) por otro lado ha demostrado actividad antiinflamatoria en

macroéfagos extraidos de ratones, via MAPK y NF-kB. De manera general la capsaicina redujo



14

la secrecion de citoquinas inflamatorias, interleucinas, factor de necrosis tumoral TNF-a 'y NO,
inhibiendo la ruta del factor NF- kB (Li et al. 2021). En un estudio reciente conducido por
Mébzsik Gyula (2014) se llegé a la conclusion de la aplicabilidad de la capsaicina de manera
oral, como un agente gastroprotector a sujetos sanos y en sujetos con dafios de mucosa
inducido por quimicos o bacterias como Helycobacter pylori, y en otras enfermedades
relacionadas que requieran el uso de AINEs.

Epigalocatequin-3-galato (figura 1D) encontré aplicacion segun Schnur et al (2023)
como medicina complementaria para el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal,
en un modelo in vitro que emula esta condicion y compard su eficacia contra cuatro
ingredientes  farmacéuticos activos comunmente aplicados. EGCG disminuy6
significativamente la liberacién de citoquinas proinflamatorias IL-6 e IL-8.

La Quercetina (figura 1E) un flavonol encontrado ampliamente en muchos alimentos
como el té verde, manzanas, cebollas, esparragos, etc., presenta propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, cardioprotectoras, antivirales y antibacterianas. Algunos ensayos clinicos
buscan validar su potencial terapéutico y a pesar de que es utilizado como un nutracéutico,
su uso clinico se ha restringido debido a su pobre solubilidad en agua y baja biodisponibilidad.
En un ensayo clinico de 10 semanas sobre 72 mujeres a una dosis de 500 mg diarios, la
guercetina disminuyo significativamente la expresion de factores proinflamatorios como TNF-
a, IL-6 y HDL-C y disminuy®é la presion sistélica (Mirza et al, 2023).

En la figura 1 se puede observar la estructura quimica de los principales metabolitos
secundarios actualmente siendo sujetos de estudios clinicos para su aplicacién como agentes
antiinflamatorios.

Figural

Agentes antiinflamatorios en estudios clinicos derivados de especies vegetales
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1.6 Modelos de evaluacion de actividad antiinflamatoria

Los modelos in vitro de la capacidad antiinflamatoria han ayudado en la investigacion
de los compuestos antiinflamatorios en donde actllan como estabilizadores de la membrana
del eritrocito el cual va a inducir la hemolisis con una solucion salina hipotonica o calor y asi
evaluar si los extractos de plantas, liquenes u hongos tienen capacidad para evitar la
hemodlisis causada y simular el efecto de esta actividad que se da a nivel de la membrana
lisosomal (Salazar-Lépez, Villanueva-Lendechy, Garcia-Hernandez y Soto-Ojeda, 2018).

Los modelos in vivo e in vitro han sido ensayos ampliamente utilizados ya que son
esenciales en la investigacion tanto en los campos farmacolégicos como biomédicos para
evaluar la actividad deseada en animales, lineas celulares, tejidos, organismos vivos,
organos, células o enzimas. Estos ensayos van a predecir cuantitativa y cualitativamente
propiedades farmacoldgicas, efectividad de terapias, toxicologia, dafio hepatico entre otros

efectos (Galeano, Campuzano-Bublitz y Kennedy, 2021).
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Diferentes biomoléculas como enzimas degradadoras de la matriz, citoquinas
proinflamatorias y los componentes de cascadas de sefializacion son los blancos terapéuticos
mas prometedores en enfermedades de inflamacion cronica. La regulacion de la expresion
genética para la produccién de sustancias pro-inflamatorias es la clave de los
fitoconstituyentes durante un proceso inflamatorio. Algunos de los principales blancos que
podrian afectar los fitoconstituyentes son la fosfolipasa C, fosfolipasa A2, ciclooxigenasas,
radicales libres, inhibidores de la proteincinasa C (PKC), inhibidores de: citoquinas, factores
de transcripcién o de protein cinasas (Patil et al, 2019).

1.6.1. Modelos in vivo de actividad antiinflamatoria

Los modelos in vivo para la determinacién de actividad antiinflamatoria son muy
especificos para determinar si el extracto o muestra de materia vegetal tiene compuestos
guimicos que permitan observar los mecanismos de la inflamacion en modelos animales
como ratones, ratas, CoOnejos 0 peces ya que por ser organismos completos comparten una
fisiologia muy parecida a la del ser humano (Bonilla, 2021).

Estos modelos in vivo son de vital importancia para la identificacion de efectos
secundarios que tiene un farmaco o una terapia sobre el organismo y determinar los posibles
efectos adversos. Uno de los modelos mas empleado es la induccién de inflamacién aguda
en la pata de ratas al inyectar carragenina y a la vez, donde se puede medir la capacidad de
un compuesto para disminuir el edema causado mediante la migracién de células y
mediadores inflamatorios como la histamina, citocinas, prostaglandinas, éxido nitrico y cininas
(Torres et al. 2016).

Estos modelos han sido empleados especificamente para encontrar compuestos
guimicos en la naturaleza y posterior a esta experimentacién estudiar su mecanismo de
accion y, dependiendo de las condiciones con las que se va a realizar el estudio. Asi también,
nos permiten evaluar la actividad y mecanismos de inflamacién mediante la practica con

animales y modelos bioquimicos de inflamacion (Gémez et al, 2011).



17

Sin embargo, de acuerdo con Patil et al (2019), se han descrito otros modelos in vivo

para la determinacion de actividad antiinflamatoria los cuales se describen a continuacién en

la tabla 3.

Tabla 3

Modelos in vivo de actividad antiinflamatoria

Modelos in vivo para determinaciéon de

actividad antiinflamatoria

Principal aplicacién

Edema de pata inducido por carragenina

La inflamacion inducida por carragenina es aguda, no

inmunoldgica y reproducible.

Edema de pata inducido por 5-HT/Histamina

Como modelo secundario para autorizar los

resultados del modelo de carragenina

Edema de pata inducido por bradicinina

Modelo de inflamacién aguda

Edema inducido por dextrano

Adecuado para valorar el efecto antiinflamatorio de

antihistaminicos o drogas anti-serotonina

araquidénico

Edema de pata inducido por | Adecuado para el reconocimiento de agentes

lipopolisacaridos antiinflamatorios que actdan a través de modulacion
de citoquinas

Edema de pata inducido por acido | Modelo valido de inflamacién aguda topica

Edema de oreja inducido por TPA/aceite de

Croton

Adecuado para la valoracién de drogas esteroideas y

no esteroideas

Edema de oreja inducido por Oxazolona

Infamacion inmunitaria (reaccion de hipersensibilidad

retardada)

Permeabilidad vascular inducida por acido
acético

Modelo

antiinflamatorio agudo

apropiado para valorar el efecto

Test de pleuresia/pleuritis

Para medir actividad antiinflamatoria aguda

Modelo de bolsa de granuloma

Inflamacién subaguda

Granuloma inducido por pellet de algodén

Irritacion crénica e inflamacion

Edema de pata inducido por formalina

Inflamacién crénica que emula artritis humana

Artritits inducida por adjuvante de Freund

Inflamacion crénica y alteraciones de artritis

Nota. Adaptado de Patil et al (2019). Animal Models of Inflammation for Screening of Anti-inflammatory

Drugs.

1.6.2. Modelos in vitro de actividad antiinflamatoria

Para la evaluacion de capacidad antiinflamatoria existen diferentes métodos in vitro

para muestras naturales, en donde la utilizacion de enzimas sirve como marcadores del
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contenido de neutrdéfilos para asi obtener una respuesta semicuantitativa con respecto a si
existe 0 no una migracion celular como una respuesta inflamatoria (Carbajal et al., 2013).

Dentro de los métodos o modelos in vitro para la determinacién de la actividad o
potencial antiinflamatorio segun Eze et al (2019), encontramos:

e Ensayo de inhibicion de fosfolipasa A2, enzima involucrada en la liberacion de
acido araquidonico (AA) y produccién de prostaglandinas proinflamatorias.

o Ensayo de la actividad de la enzima prostaglandina sintasa, involucrada en la
conversién de AA a prostaglandina H2, un intermediario en la sintesis de
prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos.

e Electroforesis por desplazamiento de movilidad, es uno de los métodos mas
caros que evalla la habilidad de sustancias de prueba, de inhibir al factor NF-
KB y esta basado en una separacion electroforética de una mezcla de ADN-
proteina o ARN-proteina.

¢ Inhibicién de la hialuronidasa, la enzima responsable de la degradacion de
acido hialurénico e involucrada en la respuesta inflamatoria.

e Células RAW 264.7 estimuladas con Lipopolisacarido (LPS), es un ensayo de
citotoxicidad empleado para medir la produccién de NO como respuesta a un
proceso inflamatorio.

o Estabilizacién de la membrana de glébulos rojos humanos (HRBC), un ensayo
basado en la inhibicion de la hemdlisis de globulos rojos inducida por calor o

hipotonicidad, como indicador de propiedades antiinflamatorias.
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Capitulo dos
Materiales y métodos
La actividad antinflamatoria in vitro se midié de acuerdo a la metodologia de Shinde
et al, 1999, con algunas modificaciones para el laboratorio de Bioensayos de la Universidad
Técnica Particular de Loja. Se siguié el método de estabilizacion de la membrana del eritrocito
(HRBC por sus siglas en inglés) en una solucion hipotoénica, el cual actué como agente
hemolitico y si, en presencia de sustancias existentes en matrices naturales como extractos
o aceites esenciales, esta hemdlisis se ve reducida (sin afectar la naturaleza de los hematies),

se presume de actividad estabilizadora de membrana (efecto antiinflamatorio).

2.1 Preparacion de reactivos

La preparacion de reactivos para el ensayo se realiz6 de acuerdo con la metodologia
de Burboa et al 2014 en donde se preparé en un balén de aforo de una solucién Alsever
estéril que contuvo glucosa al 2%, citrato de sodio al 0,8%, acido citrico 0,05% y cloruro de
sodio 0,42%.

Asi mismo se prepard una solucion hiposalina 0,36% de cloruro de sodio (HPS) y una
solucién isosalina al 0,85% (1SO).

Finalmente se prepar6 un buffer de tapén fosfato PBS de pH 7,4 en donde se diluy6
una tableta SIGMA P4417 en 200 mL de agua ultrapura (H-0dd).
2.2 Extraccién de muestra sanguinea

Para una correcta toma de muestra se siguié el protocolo descrito por Kneip Fleury
2019, en donde muy meticulosamente se aplicé el torniquete sin exceder del minuto, se le
examing la fosa ante cubital y se observo las venas cefalica, cubita y media y se procedio
hacer la puncién en la vena mas prominente. Como se empled tubo con aditivo se
homogenizé de inmediato la muestra y se la almacen6 adecuadamente para su posterior uso.

Se extrajeron 5 mL de sangre mediante puncién venosay se recolecté en tubo de tapa
verde que contuvo aditivo de heparina. Estas muestras se tomaron de pacientes sanos que

no hayan tomado AINEs o cualquier tipo de medicamentos con propiedad antiinflamatoria 15
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dias previos 0 que a su vez no tengan alteraciones hormonales, ni mujeres que estén
tomando anticonceptivos (Garcia, Pariona y Londofie, 2017).
2.3 Preparacion de la muestra sanguinea

Una vez que la muestra sanguinea fue recolectada se procedié a pasar a otro tubo y
se le afiadi6 el mismo volumen de solucion Alsever y se la centrifugé a 3000 rpm por un
tiempo de 10 minutos. Pasado esto, se descartd el sobrenadante, se tomé 1 mL del pellet
eritrocitario y se suspendié con 9 mL de solucion isosalina (ISOB). Se homogeneiz6 la
muestra sanguinea y se la dejo reposar hasta su utilizacion.
2.4 Preparacién de matrices naturales a ensayar

Para extractos crudos se pesaron un total de 380 mg y se disolvieron en un volumen de
2 mL de metanol grado HPLC, mientras que para aceites esenciales se utilizé un volumen
méaximo de 80 puL en 920 uL de MeOH.

A partir de estas soluciones se prepararon de 6 a 8 diluciones, a través del proceso de
dilucién doble seriada con un volumen minimo de 1200 pL de disolucién final.

Para extractos se alcanzaron dosis finales en el ensayo desde 40 hasta 0.3125 mg/mL.
Por otro lado, para aceites esenciales, el rango de dosis alcanzado fue desde 10 hasta 0.078
mg/mL. No se emplearon concentraciones més altas de los aceites esenciales ya que en las
pruebas preliminares se observé toxicidad celular.

2.5 Matrices naturales a evaluar para valorar el potencial antiinflamatorio mediante el
ensayo de hemolisis de glébulos rojos (HRBC)

Se emplearon dos tipos de matrices naturales para la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria, como son: aceites esenciales y extractos crudos de especies vegetales y
frutos, que se encontraban almacenados o fueron ensayados previamente en el laboratorio
de bioensayos por cualquier ensayo de rutina.

En la tabla 4 se describen los tipos de extractos, aceites y especies empleadas en el

presente estudio.



Tabla 4

Tipo de matrices empleados en el ensayo HRBC
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Nombre especie Tipo de extracto Método extraccion | Parte empleada Cadigo
Piper ecuadorense | Metandlico Maceracion Hojas PEM
dindmica
Mansoa alliacea Metanolico Maceracion Hojas MAM
dindmica
Pernettya prostrata | Etandlico Maceracion Hojas PPE
dinamica
Pernettya prostrata | Etanol: agua 1:1 | Maceracién Fruto (Pulpa) PPF
Liofilizado dinamica
Lepechinia Aceite esencial Arrastre de vapor | Hojas LBA
betonicifolia
Eugenia valvata Aceite esencial Arrastre de vapor | Hojas EVA
Melaleuca Aceite esencial Arrastre de vapor | Hojas MVA
viridiflora
Citrus aurantifolia | Aceite esencial Arrastre de vapor | Frutos CAA
Punica granatum Etanol: agua 1:1 | Maceracion Fruto (Pulpa) PGF
Liofilizado dindmica

2.6 Preparacion de controles y ensayo

Para la realizaciéon de los controles, blancos y muestras se sigui6 el protocolo de

Sikder et al 2011 pero adaptado a los recursos y caracteristicas del laboratorio, en donde se

agregaron los reactivos de acuerdo con la tabla 5 descrita a continuacién, para un volumen

final de 2 mL.

Tabla s

Matriz de distribucién de soluciones para el ensayo HRBC con sus respectivos controles y prueba de

agentes estabilizadores (matriz natural/ agente antiinflamatorio)

Matriz
Sol. Sol. Sol. Sol.
Control/Ensayo | natural/Agente | H.0dd H»0d ) . .
) ) Isosalina | Hiposalina | PBS ISOB
antinflamatorio
Volumen en pL
Hb - 1500 - - - 250 250
HPS - - - 250 1250 250 250
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GR - 250 1500 - - 250
CPOS 250 - - - 1250 250 250
ENS 250 - - - 1250 250 250

Hb: Control de hemdlisis al 100%. Liberacion instantdnea de hemoglobina (Hb)
HPS: Control de hemodlisis ~ 100%. Liberacién de hemoglobina controlada
GR: Control de no hemodlisis ~ 0%. No Liberaciéon de hemoglobina por estabilizacion de glébulos rojos
(GR) en solucion isoténica.
CPOS: Control de no hemdlisis en presencia de un agente comercial antiinflamatorio como
Diclofenaco
ENS: Prueba para medir estabilizacion de membrana de gldbulos rojos en presencia de distintas
soluciones de extractos o aceites esenciales.
2.7 Condiciones del ensayo y medicion espectrofotométrica

Una vez generados cada uno de los tubos de reaccidon para medir la actividad
estabilizadora de membrana (tabla 6), se procedié6 a homogenizarlos mediante vértex e
incubarlos durante un periodo minimo de 30 a 45 minutos a una temperatura de 37°C. Pasado
el tiempo de incubacién, los tubos se sometieron a centrifugacion durante 10 minutos a 3000
rpm, para separar el sobrenadante de los glébulos rojos (pellet).

Una vez realizada la centrifugacién, se verificé que los controles de hemdlisis (Hb y
HPS) y no hemodlisis (GR) tengan las caracteristicas adecuadas como son: en los controles
de hemdlisis se evidencio la liberacién de hemoglobina como una coloracién rojo carmin en
el sobrenadante y ausencia de pellet; mientras que en el control de no hemdlisis se evidencio
la ausencia de coloracion en el sobrenadante y presencia del pellet eritrocitario (ver figura 2,
seccion 3.1).

Se procedi6 al llenado de la microplaca de 96 pocillos con las soluciones control y
ensayo con un volumen de 300 pL y se distribuyé como se muestra en la figura 2.

Figura 2

Microplaca de 96 pocillos con soluciones control
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La placa se leyé a una longitud de onda de 420 y 560 nm y, adicionalmente, se realizé
un barrido espectral en el rango de 500 a 650 nm para identificar las bandas tipicas de
absorcion de la oxyhemoglobina en el espectro visible tal y como lo evidencia Yartsev 2015.
Figura 3

Espectro de absorcion de la hemoglobina oxigenada

Total absorbance: sum of absorbance
of oxygenated haemoglobin and
deoxygenated haemoglobin

100%

Absorbance of oxygenated haemoglobin

90% Absorbance of deoxygenated

haemoglobin (lower, because deoxyHb
is present in a smaller cocentration)

Absorption >

480 500 520 540 560 580 600 620 64
Wavelength (nm) >

Nota. Tomado de Yartsey (2015). Absorption spectroscopy of haemoglobin species.

2.8 Andlisis de resultados
Se calcularon los porcentajes de hemdlisis y proteccion o estabilizacion de membrana,

de acuerdo con las férmulas propuestas por Salazar-Lopez, et al. (2018):
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Abs Muestra

o Hem = [—M —— —
%o Hem (AbsControl

) x 100
%Est =100 — %hem
Donde:
= %Hem = porcentaje de hemdlisis
= Abs = absorbancia a 560 nm de la muestra ensayada (CPOS o ENS)
= Control = absorbancia a 560 nm del control de hemoglobina (Hb) al 100%
= 9% Est= porcentaje de estabilizacion de membrana o proteccion de hemalisis
Para el calculo de la Clso se realizé mediante un modelo de ajuste de la curva, a partir
de los datos de % de estabilidad y las dosis de cada agente ensayado.
Luego se realiz6 la validaciéon de la presencia de las dos bandas de absorcion de la
oxihemoglobina en el rango de 500 a 650 nm y se construyen graficas comparativas entre las

distintas dosis de los agentes antiinflamatorios de prueba.
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Capitulo tres
Resultados
3.1 Controles de validacién del ensayo

Luego de la interaccién de los glébulos rojos con un elevado volumen de una solucion
hipoténica (agua ultrapura), por 6smosis, libera el contenido de hemoglobina de manera
inmediata, y su presencia en el espectro visible se mide mediante un barrido espectral en el
rango de 500 a 650 nm, tal y como se ilustra en la figura 4 representado como Hb 100%
(Hemoglobina al 100%).

De la misma manera, podemos observar en la figura 4, dos controles adicionales que
se incluyeron para evitar la presencia de falsos negativos y falsos positivos. Un control de
glébulos rojos en solucién isoténica, denominado “ISO” en la grafica y un control de glébulos
rojos, en solucion hipotdnica, denominado “HPS” en la gréfica. Los volimenes y soluciones
empleadas en la solucion HPS, son los mismos que los empleados en la prueba de
antiinflamatorios, para poder contrastar los resultados.

Figura 4

Validacién de la prueba mediante controles negativos y positivos para la liberacién de hemoglobina
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En la figura 5 se puede observar los controles de glébulos rojos en solucién hipotdnica
(Hb100% y HPS) y en solucién isoténica (ISO) empleados en la prueba, donde se puede
apreciar la elevada coloracién rojiza en el control HB y HPS, debido a la liberacion de
hemoglobina al entorno acuoso, mientras que en el control de eritrocitos con solucion
isosalina, la hemdlisis es minima o puede considerarse nula y su valoracién se hace
espectrofotométricamente como se aprecia en la figura 5 (Controles ensayo). Es también
apreciable en los controles HPS e ISO, la presencia de un pellet de glébulos rojos, sobre todo

en el control ISO.

Figura 5

Controles de liberacion de hemoglobina para la prueba. 1zg. Hb100%, centro. control

hiposalina y Der. control isosalina
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3.2 Actividad estabilizadora con el control positivo Diclofenaco
Se empled una solucién comercial de Diclofenaco inyectable de 75mg/3mL de la marca
Genfar. A partir de esta solucién se emplearon diluciones dobles seriadas en agua destilada

hasta obtener concentraciones finales en el ensayo desde 3125 pg/mL hasta 48,83 pg/mL.

En la figura 6 se puede observar el efecto de la reduccion en la hemdlisis bajo las 4
primeras dosis empleadas del agente antiinflamatorio, demostrandose un efecto estabilizador
de la membrana al no haber una pronunciada hemoalisis.

Figura 6

Valoracion espectrofotométrica de la liberaciéon de la hemoglobina frente a cuatro dosis de

Diclofenaco
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3.3 Actividad estabilizadora con el extracto crudo de Piper ecuadorense

Se pesaron 380 mg del extracto crudo y disolvieron en 2 mL de metanol grado HPLC.
De esta solucion se realizaron diluciones dobles seriadas en un volumen final de 1000 pL de
agua, para obtener concentraciones finales en el ensayo desde 40.00 mg/mL hasta 2.50
mg/mL

En la figura 7 se puede observar el efecto de la reduccion en la hemdlisis bajo las 4
primeras dosis empleadas del extracto, demostrandose inicialmente un efecto protector de
las sustancias presentes en el extracto. La figura esta elaborada sin correccion de linea base.

Figura 7

Valoracion espectrofotométrica de la liberaciébn de hemoglobina frente a cuatro dosis de Piper

ecuadorense
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3.4 Actividad estabilizadora con el extracto crudo de Mansoa alliacea

Se pesaron 380 mg del extracto crudo y disolvieron en 2 mL de metanol grado HPLC.
De esta solucion se realizaron diluciones dobles seriadas en un volumen final de 1000 pL de
agua, para obtener concentraciones finales en el ensayo desde 40.00 mg/mL hasta 2.50
mg/mL

En la figura 8 se puede observar el efecto de la reduccion en la hemdlisis bajo las 4
primeras dosis empleadas del extracto, demostrandose inicialmente un efecto protector de
las sustancias presentes en el extracto a las dosis mas altas probadas. La figura esta
elaborada sin correccién de linea base.

Figura 8

Valoracion espectrofotométrica de la liberacion de hemoglobina frente a cuatro dosis de Mansoa

alliacea
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3.5 Actividad estabilizadora con el extracto crudo de Punica granatum
Se pesaron 380 mg del extracto crudo y disolvieron en 2 mL de agua destilada
ultrapura. De esta solucion se realizaron diluciones dobles seriadas en un volumen final de
1000 pL de agua, para obtener concentraciones finales desde 40.00 mg/mL hasta 2.50 mg/mL
En la figura 9 se puede observar el efecto de reduccién en la hemdlisis bajo las 4
primeras dosis empleadas del extracto de granada, demostrandose inicialmente un efecto
protector de las sustancias presentes en el extracto.

Figura 9

Valoracion espectrofotométrica de la liberacién de hemoglobina frente a cuatro dosis de Punica

granatum
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3.6 Validacién del poder protector de Punica granatum sobre eritrocitos bajo el
microscopio

A pesar de que en el analisis espectral de las diferentes dosis de granada (figura 10)
se mostré una reduccion significativa de la liberacion de hemoglobina en comparacion al
control Hb 100%, en las dosis mas altas (PGF1y PGF2) se evidenci6 una curva sinusoide no
caracteristica de la hemoglobina, sino probablemente debido a una degradacion de la misma,
por tal razén se procediod a revisar bajo el microscopio de contraste de fases, la morfologia
eritrocitaria y conteo por campo, observandose un descenso significativo en el recuento y
cambios notables tanto en la morfologia como en refringencia, para los tratamientos 1y 2, en
comparacion al control “ISO” (Figura 10).

Figura 10

Morfologia y recuento eritrocitario dosis GRAL (izquierda versus control eritrocitos en

solucion isoténica (derecha)
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En la figura 11 se puede observar el cambio de coloracion tanto del sobrenadante
como pérdida de morfologia del pellet, producto de la degradacion eritrocitaria y no del efecto
protector del extracto, lo cual puede deberse al pH acido del extracto de granada, como

demostrado mediante su medicion, dando un pH de 2.5.

Figura 11

Degradacion  eritrocitaria 'y de
hemoglobina con el tratamiento GRA 1
y GRA2 producto de la acidez de la

muestra
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3.7 Actividad estabilizadora con el extracto crudo de Punica granatum ajustada a pH
4.0

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente, y dada la elevada acidez de
la muestra y falsos positivos evidenciados por microscopia, se decidié trabajar con soluciones
de la muestra ajustando el pH. Se valid6 la presencia de eritrocitos y su integridad en todos
los tratamientos efectuados, encontrandose que a pH desde 4 a 6.4, empleados en el
presente trabajo, no hubo degradacion celular y el efecto protector se evidencio
adicionalmente en los analisis espectrales.

Se pesaron 380 mg del extracto crudo y disolvieron en 1800 uL de agua destilada
ultrapura y se ajusto con una alicuota de 200 uL de NaOH 1N hasta obtener un pH de 4.0.
De esta solucion se realizaron diluciones dobles seriadas en un volumen final de 1000 pL,
para obtener concentraciones desde 160 mg/mL hasta 2,5 mg/mL.

En la figura 12 se puede observar el efecto de las diluciones empleadas y la liberacién
reducida de hemoglobina, lo cual nos indicaria la capacidad protectora de esta solucion.

Figura 12

Efecto estabilizador de diluciones decrecientes de Punica granatum ajustado a pH

4.0 sobre la membrana eritrocitaria
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3.8 Actividad estabilizadora con el extracto crudo de Punica granatum ajustada a pH
5.0

Se pesaron 380 mg del extracto crudo y disolvieron en 1700 pyL de agua destilada
ultrapura y se ajust6 con una alicuota de 300 puL de NaOH 1N hasta obtener un pH de 5.0.
De esta solucion se realizaron diluciones dobles seriadas en un volumen final de 1000 pL,
para obtener concentraciones desde 160 mg/mL hasta 2,5 mg/mL.

En la figura 13 se puede observar el efecto de las diluciones empleadas y la liberacion
reducida de hemoglobina, lo cual nos indicaria la capacidad protectora de esta solucion.

Figura 13

Efecto estabilizador de diluciones de Punica granatum ajustado a pH 5.0 sobre la

membrana eritrocitaria
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3.9 Actividad estabilizadora con el extracto crudo de Punica granatum ajustada a pH
6.4

Se pesaron 380 mg del extracto crudo y disolvieron en 1600 uL de agua destilada
ultrapura y se ajust6 con una alicuota de 400 puL de NaOH 1N hasta obtener un pH de 6.4.
De esta solucion se realizaron diluciones dobles seriadas en un volumen final de 1000 pL,
para obtener concentraciones desde 160 mg/mL hasta 2,5 mg/mL.

En la figura 14 se puede observar el efecto de las diluciones empleadas y la liberacién
reducida de hemoglobina, lo cual nos indicaria la capacidad protectora de esta solucion.

Figura 14

Efecto estabilizador de diluciones decrecientes de Punica granatum ajustado a pH 6.4, sobre la

membrana eritrocitaria
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3.10 Anélisis bromatolégico de Punica granatum
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e Hb 100%
GRA1
GRA2
GRA3

620 640

Entre los parametros fisicoquimicos medidos para la fruta desecada se realizaron

contenido de humedad relativa, humedad residual, contenido de cenizas totales, proteinas

totales y porcentaje de grasa, de acuerdo a la tabla descrita a continuacion. Los ensayos se

realizaron a temperatura ambiente y una humedad relativa de 40%. Se realizaron tres

experimentos por cada parametro y los resultados estan expresados como la media + 1 DS.

Tabla 6

Parametros bromatol6gicos basicos de la pulpa y semilla de Punica granatum

Condiciones ambientales

Temperatura: 18 °C

Humedad: 40 %

item de ensayo

Contenido (%)

Método de ensayo

Humedad relativa 78.22+0.16 Método gravimétrico
Humedad residual 2.30 £ 0.05 AOAC 7003
Cenizas 2.90 £ 0.07 AOAC 925.49
Proteina 2.02 £ 0.04 AOAC 47.021
Grasa 3.94 £ 0.02 AOAC 7.056
Carbohidratos totales 10.62 + 0.07 Nielsen S., 2017
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El porcentaje de carbohidratos se calcul6 en base a la formula:

%Carbohidratos = 100 — (Y%Humedad + % cenizas + %proteinas + % grasa)

3.11 Actividad estabilizadora con el aceite esencial de Lepechinia betonicifolia

Se disolvieron 80 L del aceite esencial de L. betonicifolia en 920 yuL de metanol grado
HPLC. De esta solucion se realizaron diluciones dobles seriadas en un volumen final de 1200
pL de metanol, para obtener concentraciones finales en el ensayo desde 10.00 mg/mL hasta
0.078 mg/mL

En la figura 15 se puede observar el efecto de la reduccion en la hemdlisis bajo las 4
primeras dosis empleadas del aceite, demostrandose inicialmente un efecto protector de las
sustancias presentes en el extracto a las dosis mas altas probadas. La figura esta elaborada
sin correccion de linea base.

Figura 15

Valoracién espectrofotométrica de la liberacion de hemoglobina frente a cuatro dosis de Lepechinia

betonicifolia
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3.12Actividad estabilizadora con los extractos y aceites esenciales remanentes

A pesar de usar concentraciones elevadas con los extractos de Pernettya prostrata (160

mg/mL) no se observé efecto estabilizador de la membrana eritrocitaria, ocurriendo hemalisis

total. De igual manera con los aceites esenciales de CAA, EVA, MVA, se observé que a la

dosis mas alta probada de 10 mg/mL no hubo efecto estabilizador de membrana eritrocitaria,

observandose hemodlisis total o incluso destruccion de glébulos rojos, similar a lo observado

con el extracto de P. granatum a pH 2.5 (ver figura 10, seccion 3.6).

3.13 Calculo de los porcentajes de hemdlisis y estabilizacion de membrana, del control

positivo Diclofenaco y de las muestras de Piper ecuadorense, Mansoa Alliacea y
Lepechinia betonicifolia

Se calculan los porcentajes de hemdlisis y proteccion o estabilizacion de membrana,

de acuerdo con las férmulas propuestas por Salazar-Lépez, et al. (2018):

Abs Muestra

o Hem =
%o Hem (AbsControl

)><100
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%Est = 100 — %hem
Donde:

%Hem = porcentaje de hemolisis
Abs = absorbancia a 560 nm
Control = absorbancia a 560 nm del control de hemoglobina al 100%

En la tabla 7 se describen los valores de % de hemdlisis obtenidos para cada
concentracion de PEM y MAM. En funcion de estos datos y mediante ajuste de la curva, se
realizaron los calculos de concentracion inhibitoria media (Clso), que determina la

concentracion necesaria de extracto para reducir en un 50% la hemodlisis.

Tabla 7

Valores de porcentajes de hemodlisis obtenidos para cada concentracion

Dosis mg/mL Diclofenaco
o % Estabilizacion
% hemolisis Clso (mg/mL)
membrana
3.125 5.20 £ 0.05 94.80 £+ 0.05
1.562,5 7.51 £ 0.05 92.49 £ 0.05
0.781 13.15+0.23 86.85 + 0.23 0.041 +£0.01
0.390 18,38 + 0.10 81.62 £ 0.10
0.195 25,04 + 0.39 74.96 £ 0.39
Piper ecuadorense metandlico
40.00 41.23+0.22 58.77 £ 0.22
20.00 58.53 + 1.59 41.47 £ 1.59
28.42+£1.15
10.00 78.81 +1.60 21.19+1.60
5.00 94.89 + 2.29 5.11+2.29
Mansoa alliacea metandlico
40.00 68.06 + 2.47 31.94 + 2.47
20.00 75.39+1.83 24.61 +1.83
177.05+ 2.10
10.00 84.60 £ 1.31 1540+ 1.31
5.00 99.85 + 2.33 0.15+2.33
Aceite esencial de Lepechinia betonicifolia
10.00 31.15+3.73 68.85 + 3.73
5.00 46.96 £ 2.25 53.04 £ 2.25
451+£0.75
2.50 66.29 + 2.56 33.71+ 256
1.25 78.58 £ 4.91 21.42 +£4.91
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3.14 Calculo de los porcentajes de hemdlisis y estabilizacibn de membrana, del
extracto de Punica granatum y sus tratamientos de pH
Se empled la misma férmula descrita previamente para el calculo de los porcentajes de
hemolisis y humedad para cada uno de los tratamientos efectuados sobre el extracto de
Punica granatum.

En la tabla 8 se describen los valores de % de hemdlisis obtenidos para cada
concentracion de granada y de acuerdo con los tratamientos efectuados de modificacion de
pH. En funcién de estos datos y mediante andlisis de regresion en el programa estadistico
Graph Pad 8.0 se realizaron los célculos de concentracion inhibitoria media (Clso), que
determina la concentracién necesaria de extracto para reducir en un 50% la hemodlisis.

Tabla 8

Porcentajes de hemodlisis y estabilizacién de membrana eritrocitaria a diferentes dosis del extracto de

Punica granatum y diferentes tratamientos de pH

Dosis (mg/mL) Granada pH 2.5 (sin ajuste)
% hemodlisis % Estabilizacion | Clso (mg/mL)
membrana
40 55.05+0.17 44,95 + 0.17
20 7442 +4.21 2557 +4.21 >40 mg/mL
10 68.70 £ 0.25 31.30+0.25
5 84.08+1.70 1592 +1.70
Granada pH 4.0 (ajustada)
% hemodlisis % Estabilizacion
membrana
40 7.55 +0.69 92.44 + 0.69
20 37.92+1.30 62.08 + 1.30 18.20 £ 2.15
10 88.11+1.95 11.89+£1.95
5 87.68 + 3.85 12.32£3.85
Granada pH 5.0 (ajustada)
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% hemodlisis % Estabilizacion
membrana
40 5.70 + 0.08 94.30 + 0.08
20 76.10+0.77 23.90+0.77 27.42 +1.05
10 81.26+1.04 18.74+£1.04
5 77.20+1.29 22.80+1.29
Granada pH 6.4 (ajustada)
% hemolisis % Estabilizacion
membrana
40 88.13 + 0.63
11.87 £ 0.63
20 57.03 £ 0.53 42.97 +0.53 24.32 +0.93
10 88.48+1.21 11.52+1.21
5 94.60 £ 0.77 5.40 £ 0.77
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Capitulo cuatro
Discusién

Piper ecuadorense sodiro es un arbusto nativo de Ecuador y Colombia ampliamente
distribuido en nuestro pais desde los 0 hasta los 2500 m s.n.m. La planta es popularmente
conocida como “matico de monte” y es usada como remedio tradicional por diferentes
comunidades indigenas de Loja y Zamora, principalmente como infusibn acuosa como
desinfectante o cicatrizante de heridas. También se ha reportado su uso para el “mal de aire”
una practica comun en curanderos (quechua: yurak hampiyachak) de la comunidad Saraguro,
donde las partes aéreas de Piper se usan junto con otras plantas. La fitoquimica de la especie
fue evaluada por Ramirez et al (2013) y se encontré la presencia de dos flavonoides con
propiedades antifungicas (Pinocembrin y Pinostrobin).

Segun Valarezo et al (2021), el aceite esencial de Piper ecuadorense presentd una
fuerte actividad contra Staphylococcus aureus y un efecto aun mayor frente al hongo
dermatofito Trichophyton mentagrophytes. De igual manera, en este estudio, se evidencio
una moderada o casi nula actividad antioxidante y entre los componentes principales,
biciclogermacreno, a-felandreno, (E)-nerolidol, 6-elemene y shiobunol.

De acuerdo con Gonzalez, Soto y Gutiérrez (2022), Pinostrobin, uno de los flavanonas
presentes en especies como Piper ecuadorense, demostré un efecto antiinflamatorio sobre
la dermis de ratones tratadas con TPA, sobre todo si su biodisponibilidad se aumentaba en
complejos con beta ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil beta ciclodextrina (HPBCD). Este tipo
de compuestos que se ha demostrado su presencia en extractos totales de la especie, podria
estar generado el efecto estabilizador de membrana, observado en nuestro estudio, donde el
extracto total presento una Clso de 28.42 mg/mL.

Mansoa alliacea comunmente conocida como saccha ajo se encuentra normalmente
en bosques secos y hiumedos de Brasil y ampliamente distribuida desde Argentina hasta el
sur de México. La infusion de las partes aéreas se ha reportado como util para el tratamiento
de la fiebre y dolores reumaticos; también se ha usado para tratar resfrios, como condimento

0 como analgésico para dolores de cabeza (Patel et al., 2013).
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Entre su composicion quimica se ha encontrado la ocurrencia de flavonoides como
apigenina, luteolina, scutellareina y sus correspondientes glucurénicos o compuestos
glucosilados; asi como también la presencia de aliina que le confiere ese olor caracteristico
a ajo fresco, entre otros compuestos de naturaleza terpénica (Jeurkar, M., Thawkar, M. &
Chachda N. 2024).

Segun Hamann et al (2019) el extracto de M. alliacea previno y revirtié el efecto
inflamatorio en ratones, en un modelo algésico in vivo que presenta caracteristicas similares
a las causadas por la artritis. Particularmente, el tratamiento con el extracto revirtio la alodinia
mecanica inducida por el adyuvante de Freund (CFA model in mice, por sus siglas en inglés)
con una inhibicibn maxima de 90%, sin embargo, el edema producido por la administracion
de CFA no fue revertido. En este mismo estudio se demostroé la presencia de acidos fendlicos
como el p-cumarico, ferulico y clorogénico, asi como los flavonoides apigenina y luteolina,
probables responsables del efecto observado.

Probablemente la presencia de estos compuestos de naturaleza flavonoidea estén
generando el efecto estabilizador observado en nuestro estudio, donde se evidencié una
menor actividad antiinflamatoria con una Clsg de 177.05 mg/mL, comparado con el efecto
observado para P. ecuadorense.

Lepechinia betonicifolia, es un arbusto nativo de los Andes distribuido desde los 1000
a 3000 m s.n.m. sobre todo em las provincias de Azuay, Imbabura, Loja, Pichincha y
Tungurahua (Jgrgensen and Ledn-Yanez1999). Es comUnmente conocida como matico o
salvia real y se ha usado para el tratamiento de moretones, inflamacién e infecciones en
heridas sobre todo empleando la planta entera, en infusiones o como bafios de asientos (De
la Torre et al. 2008). Existen pocos estudios fitoquimicos sobre la especie, sin embargo,
Morocho y Ochoa (, reportan la presencia de dos diterpenos (acido oleandlico y ursélico) y un
flavonoide (salvigenina). Por otro lado, Calva et al (2022) reporté la obtencion y
caracterizacion quimica del aceite esencial de esta especie, encontrando como componentes
mayoritarios a (-pinene, sabinene, a-pinene, B-phellandrene, E-caryophyllene (4.44%) y

limoneno (3.84%). Adicionalmente, se encontré un fuerte efecto inhibidor sobre la enzima
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colinesterasa del aceite esencial, sin embargo, la bibliografia es escasa en lo que concierne
al estudio del efecto antiinflamatorio de esta especie.

De acuerdo con Salehi et al (2019), el monoterpeno (+)-a-pinene manifestd efecto
antiinflamatorio, medido como una inhibicion en la liberacion de IL-18. De manera similar,
también se demostr6 em modelos animales (macréfagos de peritoneo de ratas macho
C57BL/6) la reduccion em la produccién de IL-6 y TNF-a. Por otro lado, en el estudio
efectuado por Santos et al (2019), se comprobo que la administracion oral de 3-pineno generé
una reduccién considerable en la induccién de edema por carragenina en ratas diabéticas vy,
de igual manera, se comprob6 sobre un modelo de peritonitis inducida por carragenina, una
reduccion en la migracion leucocitaria, de linfocitos y monocitos comparados con el grupo
control.

La presencia de los monoterpenos 3 y a-pinene en el aceite esencial de Lepechinia
betonicifolia (30.45 y 4.97%, respectivamente) podrian explicar el efecto antiinflamatorio
observado en nuestro estudio, donde se encontré una Clso de 4.51 mg/mL.

Por otra parte, P. granatum es una planta exética del suelo sudafricano y dado su
comportamiento adaptativo, puede crecer en cualquier regiéon donde sea plantada. P.
granatum es comunmente conocido como Granada y es una planta del género Punica
perteneciente a la familia Lythraceae (anteriormente conocida como Punicacea) (Ge et al,
2021). Sus raices, flores, frutos, cascara, semillas y otras partes se pueden usar como
material medicinal y se ha reportado un amplio abanico de actividades farmacolégicas,
incluyendo propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antibacteriana y antiviral; asi como,
jugar un papel principal en la regulacion lipidica e inmunomodulacién (Wang et al., 2010).

En el presente estudio se utilizé un extracto total obtenido a partir de las semillas y
pulpa de la fruta y de acuerdo con la revision efectuada por Maphetu et al., (2022), las semillas
son ricas en una amplia variedad de fitoconstituyentes incluyendo antocianinas, taninos,
acidos grasos, flavonoides, ligandos y esteroles, siendo las semillas ampliamente utilizadas

por sus propiedades antimicrobianas, anticancerosas y antioxidantes.
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De acuerdo con el estudio realizado por Mastrogiovanni et al (2019), los extractos de
subproductos como la céscara de granada, demostraron significativos efectos
antiinflamatorios in vitro sobre células humanas intestinales (Caco-2) y explantes in vivo de
tejido coldnico porcino, suprimiendo la expresion de CXCL8 una interleucina proinflamatoria
a dosis de 2.5 a 25 pg/mL en células Caco-2 y de 5 a 25 pug/mL en explantes coldnicos. Esta
fuerte actividad antiinflamatoria se vio ademas reforzada mediante la supresion de IL1A, IL6
con una dosis de 5 pg/mL.

En nuestro estudio, sin embargo, se debi6 realizar un ajuste de pH para evitar la
elevada acidez y citotoxicidad observados en los ensayos preliminares y con los ajustes a pH
4.0, 5.0 y 6.0 se puedo evidenciar un efecto estabilizador de membrana significativo,
comparable al observado para Piper ecuadorense pero inferior al de Lepechinia betonicifolia.

Todos estos resultados nos impulsan a proponer este método de estabilizacion de
membrana de glébulos rojos, como una alternativa accesible y econémica, para continuar con
la exploracion de sustancias antiinflamatorias en matrices naturales dentro del laboratorio de
bioensayos vy, adicionalmente, sugerir la realizacién de estudios mas avanzados con las
muestras analizadas y que dieron resultados favorables, de manera que se les pueda

encontrar alternativas de uso en los campos alimentarios y farmacéutico.
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Conclusiones

Se establecidé un protocolo adecuado, seguro y confiable para determinar actividad
antiinflamatoria in vitro mediante el método de estabilizacién de membrana de glébulos rojos
para el laboratorio de Bioensayos (HRBC, por sus siglas en inglés).

De las 9 matrices naturales evaluadas, dos extractos de hojas PEM, MAM, un extracto
de frutos PGF y un aceite esencial LBA, resultaron ser efectivos durante el ensayo mostrando
un efecto estabilizador de la membrana eritrocitaria sin causar toxicidad aparente.

De las matrices naturales evaluadas, el aceite esencial de Lepechinia betonicifolia
resulto ser el mas prominente con un valor de Clso de 4.51, seguido del extracto de Piper
ecuadorense con 28.42 mg/mL.

El extracto de Mansoa alliacea demostré un poder antiinflamatorio menor a las
restantes muestras con un valor de Clso de 177.05 mg/mL.

El extracto del fruto de Punica granatum presento un efecto antinflamatorio similar al
observado para PEM con un rango de valores de Clsg entre 18.20 y 27.42 mg/mL, sin
embargo, se requirié de tratamiento de ajuste de pH para evitar el efecto citotoxico del
extracto puro, dada su elevada acidez.

No se observo efecto antinflamatorio para las restantes cinco matrices naturales y en

el caso de los aceites esenciales, aumentar la dosis significé evidenciar efecto citotéxico.
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Recomendaciones

Continuar con el estudio de caracterizacion de los metabolitos presentes en el extracto
crudo de la especie Piper ecuadorense, mediante técnicas analiticas, espectrofotométricas y
espectrométricas.

Continuar con el estudio quimico de la especie Lepechinia mutica con el fin de
establecer la utilidad del aceite esencial en el campo farmacéutico, como un posible agente
antiinflamatorio

Validar el potencial antiinflamatorio del extracto de Punica granatum mediante
estudias adicionales in vitro o in vivo.

Proponer alternativas farmacolégicas a través del desarrollo de formas farmacéuticas
como capsulas o tabletas para el consumo humano, dada la procedencia inocua del extracto
de Punica granatum.

Valorar la toxicidad de todos los extractos en modelos in vitro o in vivo, para asegurar

la eficacia y utilidad de estas matrices naturales y su posible aplicacion farmacologica.
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