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Resumen

La presente investigacion tuvo como finalidad el comprobar el uso tradicional de Dalea
coerulea (L.f.) Schinz & Thell, que es usada como una planta util en enfermedades del sistema
respiratorio. Debido a que se usan las flores como parte medicinal, en estas se determiné su
composicion quimica cualitativa y cuantitativa, en donde las moléculas mas representativas

resultaron ser los flavonoides.

La composicién més alta tanto de compuestos poli fendlicos, como de flavonoides totales, se
encontraron en el extracto obtenido con etanol al 50 %, con los siguientes valores: fenoles
totales 15,56 mg/g y flavonoides totales 11,73 mg/g. Mediante espectrometria de masas se

determind la presencia de malvidina.

Para validar el uso ancestral se investigd la actividad antimicrobiana en los extractos, en
microorganismos responsables de infecciones del sistema respiratorio con los siguientes
resultados de Minima Concentracién Inhibitoria: Haemophilus influenzae ATCC 10211tmcon
MIC 328,947 ng/mL; Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213tm con MIC 367,647
pug/mL; Streptococcus pyogenes ATCC 19615tm con MIC 367,647 pg/mL; Pseudomona
aeruginosa ATCC 9027tm con MIC 416,666 pg/mL y Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae ATCC 10031tm con MIC 1666,66 pg/mL. Adicionalmente se determind el
potencial antiinflamatorio, mediante la técnica del edema plantar inducido por carragenina, en
animales de laboratorio, con dosis de: 200, 100, 50 y 25 mg/kg del extracto liofilizado D2
(obtenido con etanol al 50 %), el mejor resultado se produjo a los 300 minutos aplicando una

dosis 200 mg/kg, con un 46,49 % de inflamacion.

Palabras clave: Dalea coerulea, flavonoides, CMI, espectrometria de masas.



Abstract

The purpose of this research was to verify the traditional uses of Dalea coerulea (L.f.) Schinz
& Thell, which is used as a useful plant in diseases of the respiratory system. The flowers are
used as a medicinal part, so their qualitative and quantitative chemical composition was

determined, where the most representative molecules were the flavonoids.

The highest composition of poliphenolic compounds and total flavonoids was found in the
extract got with 50% ethanol, with the following values: total phenols 15,56 mg/g and total

flavonoids 11,73 mg/g. The presence of malvidin was determined by mass spectrometry.

To guarantee the ancestral use, the antimicrobial activity in the extracts was investigated in
several microorganisms that cause respiratory system infections with the following results of
Minimum Inhibitory Concentration: Haemophilus influenzae ATCC 10211twm MIC 328,947
pg/mL; Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213tm MIC 367,647 pg/mL;
Streptococcus pyogenes ATCC 19615t MIC 367,647 ug/mL; Pseudomona aeruginosa ATCC
9027tm MIC 416,666 pg/mL y Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 10031tm
MIC 1666,66 ug/mL. Additionally, the anti-inflammatory potential was determined, using the
methodology of plantar edema induced by carrageenan, in laboratory animals, with doses of:
200, 100, 50 and 25 mg/kg of lyophilized extract D2 (got with 50% ethanol), The best result

was at 300 minutes by applying a dose of 200 mg/kg, with a 46,49% of inflammation.

Key words: Dalea coerulea, flavonoids, MIC, mass spectrometry.



Introduccion

En los Andes ecuatorianos, el uso de plantas con fines terapéuticos es una practica ancestral
que se desarrolla hasta la actualidad (Villacis, 2017), estos saberes se han transmitido de
generacion en generacion de forma oral (Ruiz, Venegas, Valdiviezo, Ocafia, & Tadeo, 2018),
este método de conservacion del conocimiento se ha perdido debido a la urbanizacion de las
comunidades indigenas (Matos, 2014). La fitoterapia constituye la principal alternativa para
prevenir, tratar o curar varias enfermedades (Avila, Garcia, Sepulveda, & Godinez, 2016), se
basa en el uso terapéutico de las plantas medicinales como sustitutas de las medicinas

farmacéuticas (Gallegos, 2016).

La experiencia popular atribuye las propiedades a las plantas medicinales constituyendo un
problema ya que no siempre se han podido demostrar (Martinez, Hung, Hernandez, & Audivert,
2016), debido a la escasa investigacion cientifica realizada en plantas endémicas del Ecuador
(Ayala, 2015), por lo que no se cuenta con la caracterizacion fisico-quimica de los compuestos
bioactivos de la especie Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell, conocida comdnmente como Iso
de Quito, planta medicinal usada para tratar enfermedades del sistema respiratorio (De la Torre,
Navarrete, Muriel, Macia, & Balslev, 2008), generalmente por la cultura Kichwa de la Sierra
(Noriega & Taco, 2018). Estas enfermedades son altamente contagiosas y endémicas en
cualquier época del afio y de distribucion mundial, afecta del 80 al 90 % de las personas

(Pérez, Rojas, Cabrera, & Grajales, 2015).



El extracto hidroalcohdlico provenientes del género Dalea, presenta un alto contenido de

flavonoides (Montes-de-Oca-Marquez, y otros, 2017), el interés en estos pigmentos se ha

intensificado gracias a sus posibles efectos anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios

y antimicrobianos como se representa en la Tabla 1 (Pabon, Rodriguez, & Hernandez, 2017).

Por lo anterior mencionado, en este trabajo se plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Qué tan efectiva es la actividad antimicrobiana y antiinflamatoria de flavonoides presentes en

las flores de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell?.

Tabla 1.

Propiedades de los flavonoides

Propiedades Flavonoide

Referencias

Antimicrobiano  Quercetina, baicalina
Antibacterial Crisina, rutina

Antiviral Crisoeriol

Antiinflamatorio Herperidina,luteolina, quercetina
Analgésico Herperidina

Anticancerigeno  Quercetina

(Martinez J. , 2018)

(Quispe & Cahuana, 2019)
(Macedo, Gaspar, & Goretti,
2016)

(Borja & Yumisaca, 2018)
(Picho, 2018)

(Cordova, 2017)

Elaborado por: Las Autoras, 2019



Durante los ultimos afios en el Ecuador la investigacion cientifica ha tenido un alto indice de
crecimiento, sin embargo, no se ha podido realizar investigaciones exhaustivas que abarquen
los ambitos de desarrollo cientifico e innovacion del pais (Ayala, 2015), principalmente en el
area de etnobotanica y fitofarmaceutica del Ecuador (Villacis, 2017). Las investigaciones que
se han venido realizando acerca de las plantas medicinales y etnobotanica en el Ecuador, son
principalmente desarrolladas en la region central andina y en la Amazonia (Zambrano,

Buenafio, Mancera, & Jiménez, 2015).

Los estudios etnobotanicas contribuyen al conocimiento de la flora Gtil de las diferentes
regiones (Golinelli, Vega, & Villa , 2015) incentivando al empleo de drogas vegetales para
tratar enfermedades (Gallegos, 2016), principalmente las infecciones respiratorias inferiores
(Serrano, Barcenilla, Limon, Pujol, & Gudiol, 2016), que constituyen la causa mas frecuente

de consulta en la préctica clinica diaria (Alarcén, Caballero, Canton, & Oliver, 2016).

Actualmente, el auge y diagnostico de nuevas enfermedades y el limitado acceso a
medicamentos, contribuye al retorno del uso de plantas medicinales y de productos
fitoterapéuticos (Ruiz, Venegas, Valdiviezo, Ocafla, & Tadeo, 2018). Gracias a su
biodiversidad y aprovechamiento del conocimiento de cientos de afios, se ha generado
medicamentos a base de productos naturales (Pabdn, Rodriguez, & Hernandez, 2017),
constituyendo un modo de tratamiento accesible y econdmicamente factible (Bussman &

Sharon, 2015).



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que el 80 % de la poblacion mundial
utiliza la medicina natural para tratar diversas dolencias (Rios, Alanis, & Favela, 2016). En el
articulo “Resistencia bacteriana a los antibidticos: una crisis global” (Alds, 2015), se destaca la
importancia de encontrar una alternativa natural, para controlar estas enfermedades que son las
mas frecuentes en la poblacidn y que permitird disminuir la resistencia a antibioticos (Gallegos,

2016).

En los Andes Ecuatorianos, se encuentran plantas endémicas que tradicionalmente se usan para
tratar la tos y problemas respiratorios como Dalea coerulea (L. f.) Schinz & Thell, no se
encuentra evidencia cientifica que respalde dichas propiedades medicinales (Noriega & Taco,
2018), por lo cual es importante caracterizar los compuestos bioactivos que posee la planta,

para garantizar su potencial y efectividad (Mercado & Vessuri, 2015).

Por lo anterior, el presente trabajo busca aportar conocimiento a la investigacion de las plantas
endémicas del Ecuador evitando la pérdida de los saberes ancestrales de las diversas culturas,
promoviendo su conservacién y uso como una alternativa natural para tratar enfermedades del

sistema respiratorio.

Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion es evaluar la actividad antimicrobiana y
antiinflamatoria de flavonoides presentes en las flores de Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell;
para el cumplimiento del mismo se obtuvo un extracto hidroalcohdlico de las flores de la
especie Dalea coerulea a concentraciones de 20 %, 50 %, 90 %; se caracterizé los flavonoides
mediante cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPTLC), espectroscopia UV/VIS y

espectrometria de masas; se evalud la actividad antimicrobiana contra 5 cepas bacterianas
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causantes de las infecciones respiratorias mas comunes mediante el metodo de micro dilucion
y finalmente se evaluo la actividad antiinflamatoria de los flavonoides presentes en los extractos
hidroalcoholicos. Planteandose la siguiente hipotesis: los flavonoides presentes en las flores de

Dalea coerulea (L.f.) Schinz & Thell le otorgan la capacidad antimicrobiana y antinflamatoria.



Capitulo 1

Marco conceptual

1.1 Informacion ecologica del género Dalea

Las plantas son parte esencial de la biodiversidad del mundo, y es un recurso vital para el
bienestar humano, varias plantas silvestres tienen gran importancia tanto econémica, cultural y
potencial constituyendo una fuente de alimento y una base para la medicina, las mismas estan
expuestas al peligro por diversos factores como: el exceso de recoleccidn, practica de
agricultura y la silvicultura insostenible, las urbanizaciones, la contaminacion, introduccion de

especies exoticas invasoras y el cambio climatico (Mercado & Vessuri, 2015).

Las especies del género Dalea son localmente dominantes en distintas biomasas secas, lo cual
aporta un valor ecoldgico importante para la conservacion, mantenimiento de la artropofauna
local, la restauracion y preservacion de la capa vegetal de estos ecosistemas, ademas el género
Dalea cuenta con numerosas especies, pero éstas no se comportan como malezas 0 como
invasoras (Pifieros & Gonzélez, 2019). Se encuentran distribuidas en bosques secos a
subxerofiticos, frecuente a orilla del camino, riberas de rios, en suelos arenosos y pedregosos

(Arango & Gonzalez, 1994).



1.2. Descripcion botanica de Dalea coerulea (L.f) Shinz & Thell

La clasificacién botanica de Dalea coerulea (L.f) Shinz & Thell es:

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Superclase: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género : Dalea

Epiteto especifico: coerulea

Autor del epiteto especifico: (L.f.) Schinz & Thell.
Nombre cientifico: Dalea coerulea (L.f.) Schinz &

Thell. (Herbario JBB en linea, 2016)

La planta Dalea coerulea (L.f) Shinz & Thell se describe botanicamente como:

Flor Inflorescencia en amento de color, perfecta, completa,
cigomorfa, con cinco pétalos formando quilla, estandarte y
alas, de color violeta, estambres monadelfos, ovario infero,

como se muestra en la Figura 1.

Fruto Baya

Raiz Fasciculada, lefiosa, perenne

Hoja Compuesta, opositipinada, borde entero, peciolada,
uninervia

Tallo Aéreo, cilindrico erguido, de consistencia lefiosa



Habito de crecimiento  Arbusto que puede llegar a medir hasta 2 m (Oleas, Rios,

Pefia, & Bustamante, 2016).

Dalea coerulea (L.f) Shinz & Thell

Figura 1. Flores de Dalea coerulea (L.f) Shinz & Thell Quito-
Ecuador

1.2.1 Estudios quimicos del género Dalea

La composicion gquimica en las distintas estructuras vegetales, del género Dalea, se determina
en respuesta a diversos factores como: caracteristicas genotipicas de la especie, fenologia,
factores bidticos y abidticos, asi como condiciones geograficas, realizando un perfil
fitoqguimico mediante pruebas cualitativas para identificacion de fenoles (Peralta, Santi,
Agnese, Cabrera, & Ortega, 2015), determinandose de esta manera que posee aceites esenciales,
glucésidos, alcaloides, terpenos, flavonoides, flavonas, chalconas, cumarinas, esteroides,

saponinas, taninos y triterpenos (Del Gaudio, Mendoza, Cabrera, Peralta, & Ortega, 2016).

1.3 Flavonoides

Son compuestos fendlicos presentes en la naturaleza, de bajo peso molecular, presenta una
estructura difenilpiranos, conformada por dos anillos de fenilos, unidos a travées de un anillo de
pirano (Martinez, Gonzélez, Culebras, & Tufidn, 2012); lo que genera las distintas clases de
flavonoides, de las cuales se reconocen 7 segun los grupos funcionales que posean: las flavonas,

las antocianinas, los flavonoles, los flavandioles, los taninos condensados, las chalconas y


https://es.wikipedia.org/wiki/Flavona
https://es.wikipedia.org/wiki/Antocianina
https://es.wikipedia.org/wiki/Flavonol
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavandiol&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Tanino_condensado
https://es.wikipedia.org/wiki/Chalcona

las auronas; se han identificado alrededor de 9 000 flavonoides (Cartaya & Reynaldo, 2001).
La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus
grupos hidroxifendlicos y de la relacion de las diferentes partes de la estructura quimica (Perez

& Fraga, 2018).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica grupos hidroxilos fenolicos que presentan
propiedades de quelacion del hierro y metales de transicion, lo que les otorga la capacidad
antioxidante, presentando efectos terapéuticos frente a diversas enfermedades que hoy en dia
son muy comunes dentro de la sociedad (Fajardo, Arroyo, & Ramirez, 2016). Sus propiedades
anti-radicales libres se dirigen por los radicales hidroxilos y superdxidos y pueden modificar la
sintesis de eicosanoides obteniendo respuestas anti-prostanoide y anti-inflamatoria, ayudan a
prevenir la agregacion plaquetaria y protege a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacién

como se describe en la Tabla 2 (Dirar, y otros, 2019).

Estos compuestos los podemos encontrar en plantas, frutas, vegetales, zumos, vino; otorga
beneficios para la salud humana, ya que el organismo no puede producir sustancias quimicas
protectoras (Vega, De Ledn, & Reyes, 2017), generando un gran interés ya gque varios estudios
han demostrado una correlacion inversa entre el consumo diario de los flavonoides y una menor

incidencia de mortalidad de cancer y enfermedades cardiovasculares (Henry, y otros, 2016).


https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Aurona&action=edit&redlink=1

Tabla 2.

Descripcion y efectos farmacologicos de flavonoides

Subgrupo Flavonoide Efectos Referencias
Flavonoles: Crisina, rutina, Antibacterial, (Quispe &
Se encuentran en quercetina antimicrobiano,  Cahuana, 2019)
pigmentos amarillos de anticancerigeno  (Martinez J. ,
hojas y flores 2018)
Flavonas: Luteolina, Antiinflamatorio, (Borja &
Otorga color amarilloa  tangeritina, antiviral Yumisaca, 2018)
pétalos y frutos apigenina, (Macedo, Gaspar,

crisoeriol & Goretti, 2016)

Flavanonas: Hesperidina, Antiinflamatorio, (Borja &
Son incoloros o naringenina, analgésico Yumisaca, 2018)
ligeramente amarillos, eriodictiol (Picho, 2018)

concentracion alta en

citricos

Isoflavonoides: Isoflavan Reduccion de (Cordova, 2017)
Son coloreados, Isoflavona cardiopatia

defiende a las plantas de  Isoflavanona coronaria

patdgenos Isoflav-3-ene

Isoflavanol

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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1.3.1 Métodos de caracterizacion

Los flavonoides poseen un gran numero de grupos hidroxilos o azucares que son solubles en
solventes: etanol, metanol, butanol, acetona, dimetilsulféxido, agua, mientras que las
isoflavonas y flavanonas tienden a ser mas solubles en solventes como: ésteres y cloroformo

(Toro, y otros, 2017).

Para la separacion e identificacion de los flavonoides que se encuentran presentes en los
extractos se pueden utilizar diferentes técnicas de cromatografia, como se muestran en la Tabla
3 (Garcia , y otros, 2015). La técnica méas empleada para la separacion e identificacion de
flavonoides es cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Tenorio, 2016), presenta
homogeneidad de las muestras, es capaz de separar macromoléculas y especies ionicas,
materiales poliméricos y una gran variedad de otros grupos polifuncionales de alto peso

molecular (Hibschmann, 2015).

11



Tabla 3.

Técnicas de separacion e identificacion de flavonoides

Introduccion de lonizacion Tipo de Descripcién Referencias
muestras del método adsorbentes
Cromatografia lonizacién de AICLIs, Complejo Se  detectan al (Peralta, Santi,

de papel (CP)

Cromatografia
de capa fina
(CCF)
Cromatografia
de columna

(CC)

Cromatografia
liquida de alta
resolucién

(HPLC)

electrones

lonizacion

quimica

lonizacion

quimica

lonizacion de
electrones
lonizacion

quimica

Difenil-acido
borico-
etanoamina, 4cido
sulfanilco
diasotado.
Celulosa, silica
gel, poliamida
Silica gel,
poliamida,
celulosa,

sephadex

Separacién de
flavonoides

glicosilados

cambiar de color al
someterse a
amoniaco, se

visualiza en luz

ultravioleta a
366nm.
Aisla  flavonoides

puros en pequefa
escala.

Se eluye
secuencialmente
compuestos
individuales  con
solventes
apropiados
Separacién,
determinacion
cuantitativa e
identificacion  de
flavonoides,

captados a 280nm.

Agnese, Cabrera, &
Ortega, 2015)

(Tenorio, 2016)

(Hurtado, Jurado,
Ramos, & Calixto,
2015)

(Garcia , y otros,

2015)

(Tenorio, 2016)

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Para el estudio de los efectos biolégicos de un compuesto o sustancia quimica, se utiliza la
espectroscopia UV-VIS, es una de las herramientas méas utilizadas debido a su bajo costo,
facilidad y rapidez, ya que se basa en la interaccion de la radiacion con la materia,
especificamente en la absorcion de la radiacion Uv y/o visible por parte de las moléculas que
forman parte del compuesto (Maldonado, Casafias, Martinez, & San Martin, 2018), se trabaja
en un rango de longitud de onda de 200 a 800 nm que permite emplear la técnica en diversas
areas como: concentracion de una solucion, actividad enzimatica, cuantificacion de proteinas,

evaluacion de viabilidad celular (Azevedo, Gama, Lima, Barbosa, & Ugulino, 2010).

La espectrometria de masas se basa en el movimiento de particulas cargadas en una celda de
confinamiento, permite la separacion, identificacion y cuantificacion de moléculas de acuerdo
a la relacion que existe entre masa y carga en diferentes estados de materia después de su
ionizacion ionico (Davalos, Romero, Sanchez, Chéavez, & Valderrama-Negron, 2017). Esta
técnica permite el analisis de proteinas celulares y metabolitos, identificacion y cuantificacion
sistematica de pequefias moléculas, caracteriza las moléculas que componen una mezcla

(Fernandez, Vela, & Ibarra, 2009).

1.4 Métodos de obtencion de extractos de flores

En los extractos vegetales se encuentran las substancias activas de una planta, el método
consiste en transferir estos compuestos de la planta a un solvente, que generalmente suele ser
agua o alcohol en diferentes proporciones (ANFACO, 2011); se puede realizar en frio o en
caliente, y el producto resultante puede ser una solucién concentrada o espesa en funcion de la

sustancia de origen como se muestra en la Figura 2 (Kuklinski, 2003).
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Los compuestos sintetizados por las células de las plantas, llamados metabolitos secundarios,
poseen propiedades como antimicrobianos, insecticidas, antioxidantes; las técnicas de
extraccion permiten obtenerlos y concentrarlos para su uso en diferentes aplicaciones tanto

industriales como medicinales (Meneses, Soto, Espinosa, & Ramirez, 2008).

Métodos de extraccion de substancias activas

Meétodos extractivos

| | | ]
Extraccion mecanica Destilacion Extsr;(iggtr;scon Nuevas tecnologias
- Por expresion - Directa - Percolacion - Fluidos
- Con calor - Inyeccién de vapor - Maceracion supercriticos
- Con incisiones Arrastre de vapor - Infusion - Membranas .
. Clevenger - Enfleurage con - Pulsos eléctricos
grasas - Ultrasonidos

Figura 2. Clasificacion de los métodos de extraccion de compuestos

Elaborado por: Las Autoras, 2019

1.4.1 Extraccion Mecénica
La técnica se basa en aplicar presion sobre la droga adicionando solventes hasta obtener una
sustancia acuosa, donde los principios activos de interés se encuentran disueltos y se realiza

cortes por donde caen los fluidos de la planta (Navas, 2009).
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1.4.2 Destilacion
Se basa en la diferente volatilidad de los principios activos de la planta, la ebullicion selectiva
y la condensacion permite la separacion de los componentes mas volatiles (Lopez, y otros,

2016).

1.4.3 Extraccion con Solventes

Los principios activos de la planta se separan al ponerse en contacto con un solvente solo o en
mezcla, debido que para utilizar un solvente se debe determinar su selectividad, estabilidad,
inercia quimica, temperatura de ebullicion, seguridad de manipulacion y la capacidad de
absorber sustancias acuosas o liposolubles, los mas utilizados son el agua y alcoholes como
metanol y etanol en diferentes proporciones de acuerdo a la polaridad de los compuestos de

interés (Fan, Han, Gu, & Chen, 2008).

Los extractos hidroalcohdlicos obtenidos de la extraccién de una planta o parte de ella,
utilizando como solvente alcohol y agua presentan sedimento, color y aroma caracteristicos de

la planta (Guntero, Longo, Ciparicci, Martini, & Andreatta, 2015).

Métodos de extraccion continuos:

Los métodos de extraccion continuos son aquellos que se agrega el solvente a la planta en
diferentes porciones, cada solvente saturado con sustancias disueltas se coloca de manera
transita continua, a la vez que sustituye una porcion de solvente nuevo, éste va recirculando y
actia sobre la planta en una sola direccion como la percolacién, en la cual la mezcla
hidroalcoholica atraviesa la droga pulverizada en un solo sentido, y de esta manera la droga

cede todos sus componentes solubles (Gutierrez, Saa, & Vinueza, 2017).
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Meétodos de extraccion discontinuos:

Los métodos de extraccion discontinuos son aquellos en el cual el solvente es agregado a la
planta una sola vez y en la cantidad completa, la extraccion termina cuando existe equilibrio
entre las sustancias disueltas en la planta y en el solvente (Rangel, Flores, Cadena, Morales, &

Trejo, 2018). A continuacion, se detallan algunas técnicas de extraccion discontinuas:

e La maceracion se realiza a temperatura ambiente, evitando la luz, se humedece el
material vegetal triturado en un solvente hasta que éste penetre y disuelva las porciones
solubles (Picho, 2018).

e En una infusién, se vierte el agua a 100 °C sobre la planta colocada en un recipiente
hermético evitando que los principios activos se evaporen (Kuklinski, 2003)

e Ladigestion se utiliza en partes lefiosas de la planta o que requieren un calor prolongado,
donde sus principios activos son de dificil extraccion (Rangel, Flores, Cadena, Morales,
& Trejo, 2018).

e Enladecoccion se mezcla la droga vegetal mas el solvente y se somete a la temperatura

de ebullicién del agua, manteniendo por un periodo variable (Picho, 2018).

1.4.4 Nuevas tecnologias de extraccion

Fluidos supercriticos:

Es una técnica empleada en la separacion de sustancias liposolubles, que permite la
modificacion del disolvente de los fluidos en estado supercritico, la selectividad se genera en

funcién de las condiciones de presion y temperatura; siendo una buena alternativa para la
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extraccion y desintegracion de aceites vegetales, ya que no deja impurezas en los extractos

(Hurtado, Ibafnez, & Cifuentes, 2016).

Ultrasonidos

La técnica emplea sonidos de alta frecuencia con el fin de extraer compuestos de interés que se
encuentren en el material vegetal, las particulas solidas y liquidas vibran ante la accion
ultrasonica, de tal manera que el soluto pasa rapidamente de la fase solida al disolvente; es una
tecnologia econdmica y con bajos requerimientos instrumentales que permite la deshidratacion

ultrasonica del material al extraer el agua mas rapidamente (Flores, 2017).

1.5 Métodos de evaluacion de la actividad antimicrobiana

Las metodologias para el diagnostico de enfermedades se basan en el aislamiento de bacterias,
levaduras y hongos filamentosos en medios de cultivos especificos para cada a
microorganismo; el aislamiento de virus utilizando técnicas de cultivo celular, y la deteccion
de anticuerpos mediante inmunofluorescencia directa o enzimo-inmunoensayo (Vila, y otros,

2016).

La actividad antimicrobiana se determina mediante la concentracion minima inhibitoria (MIC),
la eficacia antimicrobiana y la evaluacion de espectro antimicrobiano; se basa en agregar un
volumen conocido del extracto o aceite esencial de la planta en estudio diluido en un tubo o
caja Petri donde se encuentre el medio adecuado para el microorganismo e inocular el

microorganismo a investigar (Reyes, Palou, & Lopez, 2014).
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La desventaja que presentan los métodos de evaluacion antimicrobiana es la dificultad de
comparar los resultados obtenidos en cada investigacion, dificultando asi determinar la
efectividad de los extractos o aceites esenciales como agentes antimicrobianos, ya que la
incubacion prolongada causa la evaporacion o descomposicion de componentes quimicos de
interés, al igual que factores como el origen del extracto, medio de cultivo utilizado,
temperatura, pH, fase de crecimiento del microorganismo, volumen del indculo, tiempo de

incubacion, entre otros (Balouiri, Sadiki, & Koraichi, 2016).

La concentracion minima inhibitoria (MIC) es la menor concentracién requerida del extracto o
aceite esencial con la capacidad de inhibir el crecimiento del microorganismo o la
concentracion minima letal que lo elimine o reduzca en un 99,9 %, los métodos mayormente
utilizados para evaluar la actividad antimicrobiana, son por contacto directo y fase de vapor

(Reyes, Palou, & Lopez, 2014).

1.5.1 Contacto Directo
Estos métodos se emplean cuando los microorganismos estan en contacto constante con los

extractos y aceites esenciales a evaluar (Perez, y otros, 2011).

Dilucion en agar

Permite determinar si el extracto es eficaz para inhibir el crecimiento de varios
microorganismos a la vez, generalmente aerébicos o microaerofilicos, no se evalla la turbidez
0 absorbancia, por lo que es utilizada con materiales no transltcidos; la principal ventaja es la

facilidad de detectar contaminacion y consiste en la preparacion de diluciones que se afiaden a
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los agares, se inoculan los microorganismos y se incuba a temperatura y tiempo adecuado

(Perez, y otros, 2011).

Dilucion y micro-dilucién en caldo

Este método permite estimar la concentracion del agente antimicrobiano en un caldo de cultivo,
mide cuantitativamente la actividad antimicrobiana in vitro, la técnica se realiza en tubos o
pocillos con caldos de cultivos que contienen una dilucion seriada del extracto o aceite esencial,
se inocula en numero definido de microorganismos y se incuba, la presencia de turbidez o

sedimentacion indica crecimiento del microorganismo (Balouiri, Sadiki, & Koraichi, 2016).

Estos métodos son los més adecuados para la determinacién de la concentracion minima
inhibitoria (MIC), que se define como la concentracion mas baja que impida el crecimiento
visible del microorganismo, es expresada en pg/mL o mg/L y se utiliza generalmente en

estudios con bacterias (Reyes, Palou, & Lopez, 2014).

Difusién en agar

Es la técnica méas utilizada para evaluar microorganismos aerobios, existen dos métodos de
evaluacion: en el primero, el agar solidificado se inocula con el microorganismo, se impregna
un papel filtro con una dilucion del extracto y se coloca en la superficie del agar; mientras que
en el segundo método se perfora el agar solidificado e inoculado y se vierte la solucién con el

extracto o aceite esencial en los orificios (Reyes, Palou, & Lopez, 2014).
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La difusion del extracto en el agar inhibe el crecimiento bacteriano, formando zonas de
inhibicidn e incrementando el diametro al colocar el extracto de mayor concentracion, de tal
manera que éste método hace que sea menos confiable debido a la volatilidad de algunos

componentes durante la incubacion (Alarcén, y otros, 2016).

1.5.2 Fase de vapor

La técnica produce vapores de los extractos o aceites esenciales que simulan una atmdsfera a
una determinada temperatura creando un microambiente para cada solucién (Nedorostova,
Kloucek, Kokoska, Stolcova, & Pulkrabek, 2009). Los principales métodos utilizados son: caja
Petri invertida, que consiste en colocar los agares inoculados en forma separada de los extractos
que se impregnan en papel filtro, colocan en la tapa de la caja Petri, se invierte y se espera la
volatilizacion de los componentes del extracto en direccion al microorganismo de prueba; y la
técnica que utiliza cdmaras de plastico con tapa hermética, en el interior se coloca una cantidad
de extracto y sobre una rejilla se coloca agares inoculados, los vapores generados por el extracto
entran en contacto con los microorganismo produciendo zonas de inhibicion (Reyes, Palou, &

Lépez, 2014).

1.6 Infecciones respiratorias en humanos

Las infecciones respiratorias son las responsables de la tasa de prevalencia mas alta, segun la
Organizacion mundial de la salud, son la causa mas frecuente de mortalidad en todo el mundo,
afectando alrededor del 20 % de la poblacion, por lo que se las considera un problema de salud
publica constituyendo el mayor porcentaje de atencién médica en los centros de salud, por lo

gue su diagndstico precoz es primordial (Serrano, Barcenilla, Limon, Pujol, & Gudiol, 2016).
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Segun el Banco Mundial, en el Ecuador la tasa de mortalidad a causa de enfermedades

relacionadas al sistema respiratorio es del 5,12 por cada 1 000 habitantes (Benites, 2018).

Cuando un microorganismo se presenta en las circunstancias adecuadas y los factores del
huésped lo permiten, se produce una infeccion, siendo las mé&s comunes causadas por bacterias
en el tracto respiratorio, los estudios de este tipo de microorganismos varian de acuerdo al tipo

de infeccidn, cuadro clinico y grupo etario (Benites, 2018).

Las infecciones respiratorias se pueden dividir en 3 grupos de acuerdo a la parte del sistema

respiratorio que afectan:

e Vias respiratorias altas: rinitis, faringitis, amigdalitis, faringoamidgalitis, otitis media,
sinusitis (Vila, y otros, 2016).

e Vias respiratorias intermedias: laringitis y epiglotitis (Plotnikova, y otros, 2019).

e Vias respiratorias bajas: bronquitis, bronquiolitis, neumonia adquirida e

intrahospitalaria. (Vila, y otros, 2016).

En la actualidad la principal razén para un diagnostico etiologico de estas enfermedades es el
uso masivo de antibidticos dando lugar a un aumento constante en la resistencia a los mismos,
se conoce que mas del 95 % de cepas de Staphylococcus aureus son resistentes a la penicilina,
Klebsiella pneumoniae presenta un 84 % de resistencia a cefotaxima, existe una alta resistencia
a la ampicilina de Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis (Alds, 2015) y en los
ultimos afos se determind que algunas cepas de Klebsiella pneumoniae han mostrado

resistencia a carbapenémicos (Marston, Dixon, Knisely, Palmore, & Fauci, 2016).
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Continuamente se descubren nuevos mecanismos de resistencia bacteriana, dando lugar a un
incremento de mortalidad y morbilidad, ocasionando preocupacion en las instituciones
gubernamentales, ya que la mismas, son las encargadas de garantizar el bienestar de la salud de
su poblacion (Garcia, Castillo, & Salazar, 2014), por lo cual se ha buscado alternativas naturales
que nos permitan combatir con eficacia las enfermedades mas comunes en la poblacion

(Gallegos, 2016).

1.6.1 Microorganismos asociados

En la neumonia adquirida se han reportado que los principales microorganismos asociados
son: Streptococcus  pneumoniae,  Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
M.catarrhalis, Pseudomona aeuruginosa, Klebsiella pneumoniae y otras enterobacterias
(Soldérzano & Miranda, 1998). En pacientes hospitalizados, la neumonia es de facil transmision
debido a que su sistema inmunoldgico se encuentra comprometido, se puede propagar por
medio de las personas dentro del hospital o puede ser asociada a ventilacion mecanica,
Staphylococcus aureus, S. pneumoniae Y las bacterias Gram negativas aerobias: Pseudomona
aeruginosa, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Stenotrophomonas maltophilia,
Acinetobacter baumannii, son una causa comun de enfermedades pulmonares bacterianas en

los hospitales, presentandose en personas de cualquier edad (Vila, y otros, 2016).

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa, causa una amplia
variedad de enfermedades desde infecciones cutaneas, osteomielitis, sepsis, enfermedades de
riesgo potencial como neumonia, ya que cuenta con componentes estructurales como: capsula,

peptidoglucanos, 4acido teicoico, poteina A; enzimas como: coagulasa, hialuronidasa,
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fibrinolisina, lipasas, endonucleasas, lactamasas; y toxinas como: citotoxinas, enterotoxinas y
superantigeno TSST-1; que son factores de virulencia que permiten al microorganismo resistir
a las defensas del hospedero (Tong, Davis, Eichenberger, Holland, & Fowler, 2015). En la
practica clinica, las infecciones por Staphylococcus aureus son un problema comun, siendo el
microorganismo aislado con mayor frecuencia en patologia humana (Togneri, Podesta, Pérez,

& Santiso, 2017).

La enfermedad invasiva por Streptococcus del grupo A, produce patologias frecuentes en nifios,
principalmete Streptococcus pyogenes, también conocido como Streptococcus B-hemolitico, es
un coco Gram positivo, anaerobio facultativo que afecta en forma asintomatica a la orofaringe
y la piel; causa sindromes clinicos como: amigdalitis, faringoamigdalitis, escarlatina, abscesos
subcutaneos, neumonia con derrame pleural, infeccion osteoarticular, mastoiditis aguda,
adenitis cervical, sepsis, fascitis necrotizante, bacteriemia; generalmente los sintomas son

odinofagia, afectacion cutanea, dificultad respiratoria y artralgias (Suarez, y otros, 2019).

Las infecciones por Pseudomonas son producidas por varios tipos de bacterias, especialmente
Pseudomona aeruginosa, que es un microorganismo aerobio, con motilidad unipolar y Gram
negativo; presenta un alto impacto en las infecciones intrahospitalarias, causando dolencias
como: endocarditis, neumonia, infeccion del tracto urinario, sepsis grave, e infecciones de la
piel, ojos y oidos (Marrero, Garcia, & Rodriguez, 2018). Se caracteriza por poseer la capacidad
de desarrollar una resistencia intrinseca a casi todos los antimicrobianos disponibles, a través
de la seleccion de mutaciones constituyendo una frecuente causa de infeccion con una

importante morbilidad y mortalidad (Bodi & Garnacho, 2007).
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Los microorganismos productores de beta-lactamasa de espectro extendido mas frecuentes son
los bacilos Gram negativos, en su mayoria pertenecen a la familia de Enterobacteriae como
Klebsiella pneumoniae (Marrero, Garcia, & Rodriguez, 2018). Es una especie de alta relevancia
en el area clinica debido a que es la principal causa de las enfermedades oportunistas como:
sepsis, infecciones del tracto urinario y tejidos blandos; provoca alrededor del 1 % de
neumonias bacterianas y se caracteriza por tener enzimas codificadas genéticamente como las
carbapenemasas, que son codificadas por el gen bla-KPC que es el responsable de que estas
bacterias tengan la capacidad de transmitir la informacion genética con otras especies otorgando

resistencia a varios antibioticos, principalmente carbapenémicos (Montufar, y otros, 2016).

Las infecciones respiratorias cronicas y de exacerbacion periédica en pacientes con
enfermedades pulmonares obstructivas cronicas, son causadas generalmente por Haemophilus
influenzae, es un cocobacilo Gram negativo no maévil, que puede presentar capsula polisacarida
con seis serotipos distintos; es capaz de provocar enfermedades invasoras como meningitis,
neumonia, sepsis (Jurado, Martinez, & Cano, 2017) y cominmente coloniza la faringe,
especialmente las cepas no encapsuladas y las capsuladas tipo no b, afecta con mayor fuerza al

tracto respiratorio superior de lactantes y nifios pequefios (Gentile, y otros, 2017).

1.7 Métodos de evaluacion in vivo de la actividad antiinflamatoria

La inflamacion es un mecanismo fisiopatologico que puede generar una respuesta a diversos
dafios mecanicos e infecciones microbianas, que puede afectar el bienestar de las personas, una
respuesta inflamatoria puede conducir desde una infeccién hasta generar un cancer; por lo cual
la actividad antinflamatoria genera un gran interés en la investigacion, principalmente en las

industrias farmacéuticas (Alonso-Geli, Alonso-Moreno, Falcon, Lucambio, & Castro, 2015).
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En la evaluacion de nuevos compuestos antiinflamatorios se utiliza modelos de
experimentacion en animales para poder extrapolar resultados y evaluar el efecto del compuesto
en humanos dependiendo de la técnica experimental empleada (El-desoky, Abdel, Ahmed, EI-
Beltagi, & Hattori, 2018). Las técnicas que permiten evaluar de manera confiable las

propiedades antiinflamatorias de diversos compuestos, se clasifican en:

e Modelos de inflamacion aguda: se caracterizan por la presencia de vasodilatacion,
acentuada permeabilidad, infiltracion de neutrofilos y edema. Estas técnicas incluyen
edema plantar, edema auricular (Jiang, y otros, 2020).

e Modelos de inflamacion cronica: se provoca un dafio de las células con la simultanea
destruccion y cura del tejido dafiado, durante lo cual, se activa la ciclooxigenasa para la
produccion de prostaglandinas causando dolor, edema y fiebre. Se utilizan las técnicas
de granulomas inducidos por disco de algodén vy artritis por adyuvante y carragenina
(Hocker, Stokes, Powell, & Huxtable, 2017).

e Técnicas especificas como la Técnica de Edwards, Técnica de Sedwick (Zamora,

Molina, Mena, & Nodal, 2017).

La determinacion de métodos de evaluacion in vivo de la actividad antiinflamatoria en animales
se realiza en funcién de la forma de aplicacion, agente irritante utilizado y duracion del proceso
inducido, que constituyen los pardmetros para la eleccion del método de evaluacion adecuado

en cada investigacion (Nufiez, y otros, 2018)
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Los métodos que provocan una irritacion topica, aguda o subcronica se utilizan para el estudio
de sustancias activas en procesos inflamatorios de piel y mucosas, la administracion oral o
parenteral se realiza en el estudio de agentes de efecto sistémico, independientemente del agente
irritante (Castafieda, y otros, 2002). La duracion del proceso determina la utilidad del extracto
0 agente antiinflamatorio, ya que en algunos procesos agudos se cuantifica el edema inducido
en horas o minutos. Otros procesos inducen una inflamacion, donde se pueden valorar otros
parametros, como enzimas inducidas, o mediadores liberados (Zamora, Molina, Mena, &

Nodal, 2017).

El porcentaje de inflamacion se determina en base al grupo control que no va a ser tratado, al
cual se le administra solamente el agente irritante produciendo un 100 % de inflamacién y el
grupo experimental al cual se administra el compuesto antiinflamatorio de interés a evaluar, se

debe comparar el resultado con una sustancia o farmaco de referencia (Nufiez, y otros, 2018).
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Capitulo 2

Marco Metodoldgico

2.1. Localizacion y material vegetal

Las flores de Dalea coerulea fueron recolectadas en la Ruta Ecologica “El Chaquifian”,
ubicado en la parroguia Cumbaya de la ciudad de Quito, con las siguientes coordenadas
geograficas: Latitud: -0.1898214, Longitud: -78,3932257, Altitud 2340 m.s.n.m. (Holguin,

2009).

El estudio se llevd a cabo en los Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad

Politécnica Salesiana., Sede Quito, Campus EI Giron.

2.2. Elaboracién de extractos

2.2.1. Obtencion del extracto hidroalcohdlico

Para extraer la solucion hidroalcohodlica se utilizé la técnica descrita por (Guntero, Longo,
Ciparicci, Martini, & Andreatta (2015), donde el material vegetal recolectado se seco en la
estufa marca Memmert SM 200, a 40 °C por 48 horas, se pulverizé con un molino y se pasé por
un tamiz de 850 pum para obtener una muestra de tamafio homogéneo. Se prepararon

concentraciones al 20, 50 y 90 % de etanol absoluto en agua destilada.

Se pesé 1g de la muestra vegetal y se mezclo con 100 mL de cada solvente. Para reducir el
tiempo de extraccion y aumentar el rendimiento se utilizo el método de extraccion asistida por

ultrasonido, se llevaron las soluciones al ultrasonido por 20 minutos en el bafio ultrasénico
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marca Fisher Scientific FS60 y se filtraron utilizando filtros de jeringa Whatman 0,45 umy 13
mm para eliminar impurezas del extracto, y se almacend en frascos &mbar a temperatura

ambiente, se obtuvo tres tipos de extractos hidroalcohdlicos detallados en la Tabla 4.

Tabla 4.

Extractos hidroalcohdlicos

Extracto Solvente
% Etanol % agua destilada
Extracto D1 20 80
Extracto D2 50 50
Extracto D3 90 10

Elaborado por: Las Autoras, 2019

2.2.1. Liofilizacion

Se elimino el etanol de los extractos utilizando un rotavapor marca IKA- Bs1HB10- RV10, a
40 °C, con un tiempo de 30 minutos por cada 100 mL de extracto a 50 RPM y 500 mbar
(Gonzalez, y otros, 2016). Para el proceso de liofilizacién se tomd la metodologia de la
investigacion realizada por Mosquera, Ayala, & Serna (2019), con ligeras modificaciones, se
congelaron los extractos liquidos libres de etanol a—80 °C en un ultracongelador marca Thermo
scientific REVCO- RLE 500 y se colocaron en el equipo liofilizador marca Martin Christ,
Alpha 1- 4LSC plus, a las siguientes condiciones: secado principal, -39 °C y 0,144 mbar por 48
horas y secado final, -50 °C y 0,039 mbar por 22 horas. Los extractos liofilizados se conservaron

en un armario congelador a -20 °C en recipientes herméticos.
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Se calcul6 el rendimiento del extracto con la siguiente formula:

o gramos de extracto liofilizado
% rendimiento = - x 100
gramos de material vegetal

Fuente: (Baser & Buchbauer, 2016)

2.3. Fenoles totales por el método colorimétrico de Folin Ciocalteu
Los fenoles totales se cuantificaron segun la metodologia propuesta por Noriega, Sola,

Barukcic, Garcia, & Osorio (2015).

2.3.1. Preparacion del reactivo de Folin Ciocalteu
Se disolvieron 10 g de tungstato de sodio dihidratado, 0,200 g de acido fosmolibdico y 5 mL
de &cido fosférico al 85 % en 75 mL de agua destilada. Se reflujé la solucion por 2 horas y se

completd con 100 mL de agua destilada (Cortez, Falcan , Pirovani, & Piagentini, 2018).

2.3.2. Preparacion de la curva de calibracion
Para la curva de calibracién se prepar6 soluciones de acido galico con una pureza de 99,5 %,

en las siguientes concentraciones:

A. 100 pmm: 1 mg de acido gélico + 10 mL de etanol al 96 %
B. 250 ppm: 2 mg de &cido galico + 10 mL de etanol al 96 %
C. 500 ppm: 5 mg de &acido galico + 10 mL de etanol al 96 %
D. 1000 ppm: 10 mg de acido galico + 10 mL de etanol al 96 %

E. 2000 ppm: 20 mg de &cido galico + 10 mL de etanol al 96 %
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Para cada una de las concentraciones de acido galico, se tom6 0,050 mL y se preparé las

siguientes soluciones:

Tabla 5.

Curva de calibracion del &cido galico para fenoles totales

Concentracion Acido Agua Reactivo de Carbonato de

acido galico galico destilada Folin sodio al 20 %
0 ppm 0mL 4 mL 0,250 mL 0,750 mL
100 ppm 0,050 mL 3,950 mL 0,250 mL 0,750 mL
250 ppm 0,050 mL 3,950 mL 0,250 mL 0,750 mL
500 ppm 0,050 mL 3,950 mL 0,250 mL 0,750 mL
1000 ppm 0,050 mL 3,950 mL 0,250 mL 0,750 mL
2000 ppm 0,050 mL 3,950 mL 0,250 mL 0,750 mL

Elaborado por: Las Autoras, 2019

2.3.3 Preparacion de la muestra
Se utilizaron los extractos hidroalcohdlicos de Dalea coerulea detallados en la Tabla 4, para

preparar las siguientes soluciones:
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Tabla 6.

Preparacion de las soluciones de los extractos para fenoles totales

Agua Reactivo de Carbonato de
Extracto hidroalcohélico
destilada Folin sodio al 20 %
Blanco 0mL 4 mL 0,250 mL 0,750 mL
D1 0,050 mL 3,950 mL 0,250 mL 0,750 mL
D2 0,050 mL 3,950 mL 0,250 mL 0,750 mL
D3 0,050 mL 3,950 mL 0,250 mL 0,750 mL

Elaborado por: Las Autoras, 2019

2.3.4 Lectura de soluciones

Las soluciones preparadas para la curva de calibracion y las muestras se dejaron reposar en la
oscuridad por 2 horas y luego se midieron las absorbancias en el espectrofotdmetro marca UV-
VIS, modelo Jasco V-730 a 765 nm, se registré el valor de las absorbancias, para las lecturas

se realizaron cuatro repeticiones. Se usé como blanco alcohol al 96 %.

2.3.5 Andlisis estadistico

La cuantificacion de fenoles totales se calcul6 a través de la ecuacidn obtenida por regresion
lineal de la curva de calibracion (Urias, Basilio, Muy-Rangel, y Nifio-Medina, 2016) y se
reportan los resultados en mg de equivalentes de &cido galico por g de muestra. Para el analisis
de resultados se trabajé con el programa estadistico InfoStat version 2019. Se evaluaron los
resultados con la prueba de normalidad de Shapiro & Wilks y un valor de nivel de significancia
de 0,05. Se empled la prueba de Kruskal Wallis con categorizacion por comparacion, los

tratamientos se manejaron con 4 repeticiones donde:

31



T1: Tratamiento con etanol al 20 % D1.
T2: Tratamiento con etanol al 50 % D2.

T3: Tratamiento con etanol al 90 % D3.

2.4. Flavonoides totales por el método de cloruro de aluminio
La cuantificacion de flavonoides totales se realizd segun el procedimiento establecido por
Souza, y otros (2018), donde el método colorimétrico forma complejos de acidos con el grupo

cetona en C-4 y el grupo hidroxilo en C-3 o C-5 de flavonoides.

2.4.1 Preparacion de la curva de calibracion

Para la curva de calibracion se utilizd Quercetina con una pureza de 95 %, detallada en la ficha
técnica del reactivo, se preparé una solucion madre de 1000 ppm, se colocé 10 mg en un balén
volumétrico y se afor6 a 10 mL con etanol al 96 %. A partir de esta soluciébn madre se
prepararon cuatro soluciones de Quercetina de 100, 200, 500 y 700 ppm. Posteriormente, se

prepararon las siguientes soluciones:
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Tabla 7.

Curva de calibracién de Quercetina para flavonoides totales

Concentracion Quercetina Agua Etanol 96 Acetato de Cloruro de
Quercetina destilada % Potasio 1M Aluminio 1 %
0 ppm 0 mL 2,800 mL 2mL 0,100 mL 0,100 mL
100 ppm 0,500 mL 2,800 mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL
200 ppm 0,500 mL 2,800 mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL
500 ppm 0,500 mL 2,800 mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL
700ppm 0,5mL 2,8 mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL

Elaborado por: Las Autoras, 2019

2.4.2. Preparacion de la muestra
Se utilizaron los extractos hidroalcoholicos de Dalea coerulea detallados en la Tabla 4 y se

prepararon las siguientes soluciones:

Tabla 8.

Preparacion de las soluciones de los extractos para flavonoides totales

Extracto Agua Etanol Acetato de Cloruro de
hidroalcoholico destilada 96 % Potasio1 M Aluminio 1 %
Blanco 0mL 2,800 mL 2mL 0,100 mL 0,100 mL
D1 0,500 mL 2,800 mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL
D2 0,500 mL 2,800 mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL
D3 0,500 mL 2,800 mL 1,500 mL 0,100 mL 0,100 mL

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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2.4.3. Lectura de soluciones

Las soluciones preparadas para la curva de calibracion y las muestras se dejaron reposar en la
oscuridad por 30 minutos y luego se midieron las absorbancias en el espectrofotometro a 405
nm, se registro el valor de las absorbancias con cuatro repeticiones. Se usé como blanco etanol

al 96 %.

2.4.4 Andlisis estadistico

La concentracion de flavonoides totales se determind mediante la ecuacion generada por la
regresion lineal de la curva patron (Barrén-Yéanez, Garcia-Mateos, Soto-Hernandez, y Colinas-
Ledn, 2011), obtenida de las absorbancias registradas de las soluciones de Quercetina y se
reportan los resultados en mg de equivalentes de Quercetina por g de muestra vegetal utilizando
el programa estadistico InfoStat version 2019. Se aplicé la prueba de normalidad de Shapiro &
Wilks con un valor de nivel de significancia de 0,05. Se realiz6 un anélisis de varianza ANOVA
con Disefio Completamente Aleatorizado (DCA) y un andlisis de separacion de medias de

Tukey al 5 % (0,05), con 4 repeticiones para los tratamientos donde:

T1: Tratamiento con etanol al 20 % D1.

T2: Tratamiento con etanol al 50 % D2.

T3: Tratamiento con etanol al 90 % D3.
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2.5. Identificacion de flavonoides por espectrometria de masas

2.5.1. Preparacion del extracto

Se pesd 1 g de la droga vegetal seca, se afiadié 10 mL de metanol y se someti6 a ultrasonido
por 20 minutos en el bafio ultrasonico y se filtro utilizando filtros de jeringa 0,45 umy 13 mm
en un frasco ambar, para eliminar impurezas del extracto. Se tomd 5 mL del extracto y se afiadio
5 mL de &cido clorhidrico 2M, se reflujé la solucion por 1 hora en Bafio Maria para eliminar

azUcares presentes en el extracto (Soto, 2015).

2.5.2. Técnica cromatografica TLC

Previamente se prepar0 la fase maévil: benceno 40 mL, etil acetato 10 mL y acido férmico 5
mL, se colocé en la camara cromatografica y se dejo saturar por 2 horas (Hibschmann, 2015).
Con el equipo Linomat-5 Camag, se sembré 30 pL del extracto en placas de silica gel marca
Merck (L X W 10cm x 10cm, GF 254), se coloco la placa en la camara cromatogréafica con 55

mL de la fase movil y se dejo que la solucién recorra 9 cm por la placa (Sherma & Fried, 2003).

Se saco la placa cromatogréafica, se secd con secador industrial a temperatura media por 10
minutos. Los componentes separados se visualizaron mediante una ldmpara UV marca Camag
UV Cabinet, para detectar y calcular los valores Rf (referencia frontal) de los compuestos

activos (Tenorio, 2016), mediante la siguiente formula:

RE Distancia recorrida de la muestra desde el punto de siembra (cm)

Distancia recorrida por el solvente (cm)
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2.5.3. Espectrometria de masas

Los compuestos separados por TLC fueron extraidos empleando metanol como solvente,
disueltos y aforados con una solucion de acido acético al 0,1 % en metanol, con la finalidad de
formar un ion [M]*?, la solucion fue inyectada directamente en el espectrémetro de masas marca
Themo Fisher, modelo Orbitrap extractive plus A0793, la verificacion de la estructura del
compuesto se bas6 de manera preponderante en la identificacion del ion molecular [M]*

(Toribio, Moyano, Puignou, & Galceran, 2002).

2.6. Actividad antimicrobiana
Para evaluar la actividad antimicrobiana se utiliz6 el método de micro-dilucién en pocillos
propuesto por Villareal, y otros (2017), este método permite evaluar la sensibilidad de los

microorganismos al obtener la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) en pg/mL.

Las cepas usadas fueron 2 bacterias Gram positivas: Streptococcus pyogenes ATCC 196157m
y Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 29213twv; Yy 3 bacterias Gram negativas:
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 10031tm, Haemophilus influenzae ATCC
10211tm y Pseudomona aeruginosa ATCC 9027twm. El nimero ATCC se selecciond de acuerdo

al historial de investigacion y la ficha de informacién de cada microorganismo (Anexo 6).

Se utiliz6 terpineol con una pureza de 96 %, como control natural por su connotada actividad
antimicrobiana, el antibiotico clotrimazol en tabletas de 100 mg, fue empleado como patron

sintético de comparacion y como blanco negativo se utiliz6 DMSO (dimetilsulféxido).
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2.6.1 Reactivacion de cepas bacterianas
Las cepas bacterianas se reactivaron segun el manual Técnico de Informacion Microbiologics,

Kwik Stik (2011), en cajas Petri con estriado simple, en las condiciones descritas a

continuacion:

Tabla 9.

Condiciones de crecimiento de microorganismos

Microorganismo Medio de cultivo T® Tiempo horas Atmosfera
Streptococcus pyogenes  Agar Sangre Cordero 35 °C 24-72 aerobia
ATCC 196157m Caldo Mueller-

Hinton
Staphylococcus  aureus Agar/Caldo Mueller-  35°C 24- 48 aerobia
subsp. aureus Hinton
ATCC 29213tm
Klebsiella pneumoniae Tripticasa Soya 35°C 24- 48 aerobia
subsp. pneumoniae Agar/caldo
ATCC 10031tm
Haemophilus influenzae ~ Agar chocolate 35°C 24-48 5% CO;,
ATCC 10211tm Caldo BHI (Infusion

Cerebro Corazon)
Pseudomona aeruginosa  Tripticasa Soya 35°C 24- 48 aerobia

ATCC 90271m

Agar/caldo

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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2.6.2 Preparacion de las concentraciones de los extractos liofilizados de Dalea coerulea,

terpineol y clotrimazol

Los extractos liofilizados D1, D2 y el clotrimazol se evaluaron al 5 %, para lo cual se pesaron
500 mg de cada compuesto y se diluy6é en 10 mL de DMSO. El terpineol se preparé al 20 %,
tomando 2 mL méas 8 mL de DMSO. Las soluciones se prepararon en viales ambar, se llevaron
al ultrasonido por 10 minutos para homogenizar las soluciones y se filtraron con filtros de

jeringa 0,45 umy 13 mm.

2.6.3. Estandarizacion del inoculo bacteriano

Se tomo6 una asada de una unidad formadora de colonia de la placa de agar con cada
microrganismo previamente sembrado, con la ayuda de un asa de siembra se colocaron en un
tubo de ensayo con 5 mL de caldo de cultivo especifico para cada microorganismo y se dejo

incubar, en las condiciones descritas en la Tabla 9.

Luego de 24 horas, se confirmo el crecimiento bacteriano, se centrifug6 el inculo en el equipo
Hermle Z400, por 30 minutos a 3000 rpm quedando la bacteria sedimentada, se elimino el
sobrenadante y se afiadio 5 mL de solucion fisioldgica estéril al 0,9 % y se mezcl6 por 3 minutos
en vortex. La estandarizacion del indculo se baso en la técnica descrita por Carlone & Pompei
(2013), ajustando la turbidez del indculo con el espectrofotometro a una densidad dptica entre
0,08 a 0,11 y longitud de onda de 625 nm que corresponde a 1 — 2 x 108 UFC de bacterias por
mL de suspension, para lo cual se afiadié progresivamente solucion fisioldgica estéril al 0,9 %

hasta llegar al pardmetro.
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2.6.4. Inoculacion en placas multipocillo

Se utilizd6 una microplaca estéril VWR para cultivo celular de 96 pocillos para cada
microorganismo a evaluar. En la parte superior horizontal de la fila A, se colocaron 180 uL del
caldo de cultivo correspondiente a cada microorganismo como se describe en la Tabla 9, con
una micro pipeta multicanal S8, de la misma manera en los pocillos restantes desde la fila de la
B hasta la H se puso 100 uL del caldo de cultivo. En la parte superior horizontal de la fila A se
adiciono 20 pL de las soluciones preparadas al 5 % de los extractos liofilizados D1, D2 y del
clotrimazol y la solucion al 20 % de terpineol, para obtener un volumen de 200 pL, como se

muestra en la Figura 3.

Con ayuda de la micro pipeta multicanal, en la fila A, se mezcl6 el medio de cultivo con los
extractos o los controles, respectivamente, hasta obtener una solucién homogénea y se tomé
100 pL de la fila A a la fila B, este paso se realiza consecutivamente hasta llegar a la fila H, de
la cual se tomd 100 pL y se desecho, este paso se realiza para disminuir sucesivamente la

concentracion a la mitad en cada pocillo.

Posteriormente, se coloc6 un volumen especifico del in6culo de las bacterias preparado
anteriormente a una concentracion de 108 UFC/mL, como se detalla en la Tabla 10. Se sellaron
las placas con parafilm, se envolvieron en papel aluminio y se llevaron a incubacion con
agitacion a 50 rpm por 24 horas en las condiciones correspondientes de cada microorganismo
detallado en la Tabla 9. La evaluacion de los extractos se realizo por triplicado y en condiciones

de esterilidad.

39



Tabla 10.

Volumenes de inoculo y TTC en las placas multipocillos para cada bacteria

Microorganismo Medio de In6culo TTC Volumen
cultivo (uL) (nL) (nL) final
Streptococcus pyogenes 100 40 30 170
Staphylococcus  aureus 100 40 30 170

subsp. aureus

Klebsiella  pneumoniae 100 30 20 150
subsp. pneumoniae

Haemophilus influenzae 100 50 40 190

Pseudomona aeruginosa 100 30 20 150

Elaborado por: Las Autoras, 2019

Filas y columnas en placa multipocillos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

D1 D1 D1 D2 D2 D2 TER | CLO | DMSO | Control
D1 D1 D1 D2 D2 D2 TER | CLO | DMSO | positivo
D1 D1 D1 D2 [D2 [D2 |TER |CLO [DMSO | (medio
D1 D1 D1 D2 D2 D2 TER | CLO | DMSO de
D1 D1 D1 D2 D2 D2 TER | CLO | DMSO CU|th0
D1 D1 D1 D2 D2 D2 TER | CLO |DMSO | mas
D1 D1 D1 D2 D2 D2 TER | CLO | DMSO | inéculo)
D1 D1 D1 D2 D2 D2 TER | CLO | DMSO
Figura 3. Distribucion de las soluciones D1, D2, terpineol, clotrimazol, dimetilsulféxido y control
en la placa multipocillos por filas del 1 al 10 y columnas desde A hasta H.
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2.6.5 Preparacion y adicion del colorante de 2,3,5 cloruro de trifeniltetrazolio (TTC)
El colorante TTC con una pureza del 99 %, se preparo6 a una concentracion del 1 % un dia antes
del ensayo, para lo cual se colocé 100 mg en 10 mL de agua destilada estéril en un frasco &mbar,

se conservo en refrigeracion debido a la sensibilidad del compuesto a la luz y el calor.

Posterior al tiempo de incubacion (24 horas) de las placas multipocillo, se adicion6 un volumen
determinado del colorante TTC a cada pocillo de acuerdo al microorganismo evaluado, como
se detalla en la Tabla 10 y se incubaron las placas a las condiciones correspondientes para cada

microorganismo por 10 minutos.

2.6.6 Determinacion de la Concentracion minima inhibitoria MIC

Transcurrido el ultimo periodo de incubacion, se observo que los pocillos tomaron una
coloracion entre amarillo y rojo (Anexo 6), producto de la reaccion redox del TTC que indica
la respiracion celular. Debido a la coloracion del extracto utilizado, la MIC se determiné de

forma cualitativa, mediante la coloracion en cada pocillo y se expresé en pg/mL.

2.7. Actividad anti-inflamatoria in vivo
Para evaluar la actividad anti-inflamatoria in vivo del extracto liofilizado D2, se utiliz6 la
metodologia Edema plantar inducido por carragenina, propuesta por Gonzélez, Ospina, &

Rincon (2011).
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2.7.1. Animales de experimentacion:

Se emplearon 21 ratones albinos Balb/C machos de 11 semanas, suministrados por el
Laboratorio de Inmunologia, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, y mantenidos en un
ambiente controlado (temperatura 22 °C £ 3 °C, humedad 70 £ 5 %, ciclos de luz de 12 horas).
Se formo 7 grupos con 3 ratones en cada uno, para evaluar la actividad antiinflamatoria de 4
dosis del extracto liofilizado D2: 200; 100; 50 y 25 mg/kg, de acuerdo al peso de cada raton y

los controles respectivos, representados en la Tabla 11.

Tabla 11.

Grupos de experimentacion de ratones Balb/C y controles

Grupos Compuesto Dosis Concentracion Concentracion
mg/kg mg/mL % plv
Grupol Control N/A N/A N/A N/A
Grupo 2  Control CMC 100 10 0,5
negativo
Grupo 3 Control Diclofenaco 100 10 1

positivo sodico

Grupo4 Dosis 4 D2 25 1,250 0,125
Grupo5 Dosis 3 D2 50 2,500 0,250
Grupo 6  Dosis 2 D2 100 5 100
Grupo 7 Dosis 1 D2 200 10 200

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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2.7.2. Preparacion de las soluciones

Se utilizé como vehiculo una solucion al 0,5 % de carboximetilcelulosa (CMC) diluida en suero
fisioldgico 0,9 %. De acuerdo a las dosis establecidas: 200; 100; 50 y 25 mg/kg, se prepararon
soluciones de administracion oral para el extracto liofilizado D2, en concentraciones de: 1; 0,5;
0,25y 0,125 %, respectivamente y diclofenaco sddico al 1 %, como se detalla en la Tabla 11.
Como agente irritante se utilizo carragenina Ceamlacta 2018, a una concentracion del 1 % en

solucion fisiologica inyectable estéril.

2.7.3. Edema plantar inducido por carragenina

Se midid el area de la pata derecha del ratén antes de la aplicacion de los tratamientos con un
calibrador digital, se registré como punto de partida. Se administraron las soluciones del
extracto liofilizado D2, control negativo y control positivo a cada grupo de ratones,
respectivamente, por via oral a través de una sonda de alimentacion veterinaria. Al grupo blanco

no se le administrd ninguna solucion.

Transcurridos 30 minutos, se inmovilizé al animal de experimentacion, se desinfectd la zona
de puncion y se administré 0,1 mL de carragenina al 1 % por via subcutanea, en la aponeurosis

plantar de la pata derecha de cada rata.

Se realizaron 4 mediciones posteriores a la basal en los grupos, la primera medicion fue a los
30 min de haber administrado la carragenina, la segunda medicion fue a los 90 min, la
tercera medicion fue a los 180 min y la cuarta medicion a los 300 min de la administracion. Se

calculd el porcentaje de inflamacion utilizando la siguiente formula:

) ., At — Ao
% inflamacion = Tx 100
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Donde:
At= area de la pata inflamada a un tiempo x

Ao= area normal (antes de la aplicacion de la carragenina)

2.7.4 Analisis estadistico

En el analisis de resultados, se compararon los porcentajes de inflamacion de las dosis 200;
100; 50 y 25 mg/kg del extracto liofilizado D2 y los grupos control mediante el programa
estadistico InfoStat version 2019. Se evaluaron los resultados con la prueba de normalidad de
Shapiro & Wilks y un valor de nivel de significancia de 0,05. Se aplico la técnica del area bajo
la curva segun la metodologia escrita por Guillén, y otros (2018), con algunas variaciones. Se
realizd un analisis de varianza ANOVA con Disefio Completamente Aleatorizado (DCA) y
separacion de medias de Tukey al 5 % (0,05), los tratamientos se realizaron con 3 repeticiones

donde:

T1: Tratamiento control.

T2: Tratamiento con 100 mg/kg de CMC.

T3: Tratamiento con 100 mg/kg de diclofenaco sodico.

T4: Tratamiento con 25 mg/kg del extracto liofilizado D2.
T5: Tratamiento con 50 mg/kg del extracto liofilizado D2.
T6: Tratamiento con 100 mg/kg del extracto liofilizado D2.

T7: Tratamiento con 200 mg/kg del extracto liofilizado D2.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

3.1. Rendimiento del extracto hidroalcohdlico liofilizado

Se determiné un rendimiento del 17,820 + 1,800 % equivalente a 1,780 g de extracto liofilizado
por cada 10 g de flores de Dalea coerulea como se muestra en la Figura 4, tomando en cuenta
que se utilizd6 material vegetal seco y solvente etanolico al 20, 50 y 90 %. El proceso de
liofilizacion permite conservar la composicion quimica del material vegetal gracias al uso de
bajas temperaturas a condiciones de vacio (Surco-Laos, Tipiana, Torres, Valle, & Panay, 2017),
el porcentaje de rendimiento varia de acuerdo a la parte de la planta utilizada, el rendimiento es
mas alto cuando se utiliza extractos etanolicos usando toda la planta (Vasquez, Castro, &

Ramos, 2017).

Extracto hidroalcohodlico de flores de Dalea coerulea

m Contenido acuoso
m Extracto liofilizado

Figura 4. Contenido del extracto de flores de Dalea coerulea después de la liofilizacion.
Elaborado por: Las Autoras, 2019.
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3.2. Cuantificacion de fenoles totales

Para determinar el contenido de fenoles totales en flores de Dalea coerulea mediante el método
colorimétrico Folin Ciocalteu para los extractos asignados como: D1, D2 y D3 explicados en la
seccidn 2, se establecio tres tratamientos: T1, T2 y T3, respectivamente. En la prueba de
normalidad, se obtuvo un p-valor menor a 0,05 para todos los tratamientos, lo que indica que
los datos no son paramétricos. Se aplico la prueba de Kruskall Wallis obteniendo un p-valor de
0,0002 (Anexo 5) siendo menor a un p-valor de 0,05; demostrando que los tratamientos no
presentan la misma cantidad de fenoles, diferencidndose en dos categorias como se representan

en la Tabla 12.

Tabla 12.

Categorizacion de tratamientos por Kruskal Wallis

Extracto Tratamiento Medias Desv. estandar  Categoria

D2 T2 15,560 0,470 A
D1 T1 12,610 0,620 A B
D3 T3 9,320 1,210 B

Elaborado por: Las Autoras, 2019.

En la Tabla 12 se presentan los valores con la prueba de Kruskal Wallis, en la cual los
tratamientos se encuentran separados por medias y categorias, A y B, expresados en mg/g,
dando como mejor tratamiento a la categoria A correspondiente a D2 y D1, el mismo que se
descarta debido a que comparte categoria con D3. El tratamiento 1 (D1) representa el etanol al

20 %, usado para extraer los compuestos.
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En la Figura 5 se representa graficamente la cantidad de fenoles con las medias presentadas en
la prueba Kruskal Wallis y considerando la desviacion estandar, donde se evidencia al

tratamiento 2 (D2) como el mejor.

Fenoles mg/g

20
15 15,560
12,610
10 9,320
5
0
D1 D2 D3

Figura 5. Grafico de barras de tratamientos para extraccion de Fenoles
Elaborado por: Las Autoras, 2019.

En cuanto a los resultados el solvente etandlico al 50 % extrajo un total de 15,560 mg/g para
fenoles totales en flores de Dalea coerulea, sin embargo, el tratamiento 1 (D1) usando el
solvente al 20 % tiene una media de 12,610 mg/g, por lo que podria considerarse como una

segunda opcion.

En un estudio realizado con especies del genero Dalea, propuesto por Peralta, Del Gaudio,
Cabrera, & Ortega (2009), usa como material vegetal las raices de; Dalea Leporin, Dalea
boliviana y Dalea elegans, donde obtuvo valores de fenoles de 17,200 + 0,200; 48 + 2 y 55,260
+ 0,060 respectivamente, mismos que partieron de usar etanol y fueron expresados en mg
equivalentes de acido galico por gramo de extracto, dato que podemos comparar entre Dalea

leporin y Dalea coerulea ya que presentan similar contenido de fenoles.
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Lara-Cortés, y otros, (2014), en su estudio evalta los compuestos fendlicos asociados a las
coloraciones de las flores donde usa plantas del genero Dahlia empleando un extracto
alcohdlico de 40 % v/v de etanol, donde hace énfasis que las flores de este género que presentan
color morado o purpura contienen una mayor cantidad de fenoles, mismo color que presenta

Dalea coerulea.

Otro estudio propuesto por Montes-de-Oca-Marquez, y otros (2017), logro determinar la
composicion quimica de flores y tallos de Dalea carthagenensis, donde hace énfasis en la
presencia de compuestos fendlicos en ambos extractos, ademas también sefialo la presencia de
taninos y saponinas usando extractos alcohdlicos. Ademas, menciona que las plantas de la
familia Fabaceae reportan altos contenidos de compuestos fendlicos, terpenos y alcaloides,
debido a que fijan el nitrégeno atmosférico, lo cual permite la produccion de estos metabolitos,

familia a la cual pertenece Dalea coerulea.

3.3. Cuantificacion de flavonoides totales

Para determinar el contenido de flavonoides totales en flores de Dalea coerulea se empled el
método de Cloruro de Aluminio, usando 3 concentraciones del solvente para los extractos D1,
D2 y D3, donde el analisis de varianza dio un p-valor de 0,0001 (Anexo 5) siendo menor a un
p-valor de 0,05 dando una diferencia significativa, por lo que los tratamientos presentan
diferencias y se aplica un analisis de separacion de medias Tukey (P <0,05) al 5 % para evaluar

el mejor tratamiento presentado en la Tabla 13.
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Tabla 13.

Categorizacion de tratamientos por analisis Tukey (P < 0,05) al 5 % para Flavonoides totales.

Extracto Tratamiento Medias Error Categoria

experimental

D2 T2 11,730 0,030 A
D3 T3 8,150 0,030 B
D1 T1 6,940 0,030 C

Elaborado por: Las Autoras, 2019.

Como vemos en la prueba de Tukey expresada en la Tabla 13, arroja como mejor tratamiento
para extraccion de flavonoides totales el tratamiento 2, el cual representa el solvente etandlico
usado al 50 %, dando un valor de 11,730 mg/g con un valor de error experimental de + 0,030.
De igual manera en la Figura 6 se observa el grafico de barras que se obtuvo del programa
estadistico para los tratamientos donde se observa claramente la diferencia entre los

tratamientos.

Cantidad de flavonoides

12,00 A
10,671

5,351
B
8,031
C
6,70 - .
T2 T3 T
Tratamiento

Flavonaoides ma/g

Figura 6. Grafico de barras de tratamientos para extraccion de Flavonoides totales
Elaborado por: Las Autoras, 2019.
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Peralta, Cabrera, & Pérez (2013) mencionan que los flavonoides tienen una distribucion un
tanto limitada en familias botanicas destacandose Leguminosas, Moraceas y Asteraceas,

encontrando en las Leguminosas el género Dalea.

El tamizaje fitoquimico de extracto de hojas y flores de Iso realizado por Castro & Abdo (2013),
denota una evidencia de flavonoides al realizarse extractos alcoholicos y acuosos en hojas y
flores aplicando el ensayo de Shinoda y una alta evidencia de flavonoides con el ensayo de

Antocianidina con extractos alcoholicos.

En cuanto al contenido de flavonoides en el estudio presentado por Peralta, Del Gaudio,
Cabrera, & Ortega (2009), usando 3 diferentes especies del genero Dalea, siendo estas; Dalea
Leporina con un contenido de flavonoides de 9,100 £ 0,200; Dalea boliviana 42,100 + 0,700 y
Dalea elegans con 46,900 £ 0,500; usando etanol al 70 % como solvente de extraccion, se
encuentra una relacion cercana con Dalea coerulea que tiene un 11,730 mg/g, datos que se

asemejan con Dalea Leporina.

Las concentraciones de flavonoides obtenidas, son menores a las concentraciones de fenoles
como se observa en la Figura 7, ya que los flavonoides forman parte de los compuestos
fendlicos en las plantas (Martin, 2018). En cuanto a estos resultados, en la literatura existen
diversos estudios sobre la concentracion de compuestos fendélicos y presencia de flavonoides
en vegetales y en todos los casos el contenido es muy variable, ya que puede depender del
vegetal estudiado y el método de extraccion, puesto a que las metodologias utilizadas para la
extraccion de este tipo de compuestos no son homogéneas y esto repercute en los valores de

concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides que se reportan.
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Cantidad de fenoles y flavonoides mg/g
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m Fenoles Flavonoides

Figura 7. Cantidad de fenoles y flavonoides expresados en mg/g segun el tipo de extracto
hidroalcohdlico.

Elaborado por: Las Autoras, 2019

3.4. ldentificacién de flavonoides por espectrometria de masas

En las placas cromatogréaficas se evidencio la presencia de bandas oscuras como se muestra en
la Figura 8, reveladas por luz UV, lo cual nos confirma la presencia de flavonoides (Markham,
1982), se obtuvo 4 bandas y se calcul6 el valor Rf para cada una. Los resultados arrojados por

el espectrébmetro de masas para fraccion Rf analizada revelan los iones moleculares para

compuestos de naturaleza flavonoica (Toribio, Moyano, Puignou, & Galceran, 2002).

Se logré identificar al flavonoide malvidina con Rf = 0,64; cuyo peso molecular es 331,300
m/z, lamolécula pertenece a la subclase de las antocianinas y en el reino vegetal es el compuesto
méas abundante dentro de esta familia quimica, responsable de las tonalidades azules que

podemos apreciar en muchas flores y frutos alrededor del planeta (Del Carpio, Serrano, &

Giusti, 2009)
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Placa cromatografica

Rf= 0,640

Figura 8. Bandas obtenidas mediante cromatografia capa fina para identificacion de flavonoides

Elaborado por: Las Autoras, 2019

A continuacion, se detallan la informacidon del espectro de masas:
lon molecular [M] 1* = 332,330 m/z
lon secundario [M] *= 304,300 m/z

lon secundario [M] *= 258,280 m/z

El estudio realizado por Gopu, Kothandapani, & Halady (2015) atribuyen a la molécula de
malvidina propiedades antimicrobianas, esta molécula se une a la actividad inhibitoria de
deteccion de quérum ocasionando una inhibicién de acoplamiento de los mismos. La presencia

de malvidina otorga propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas y cardiovasculares, como
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lo afirma Bognar, y otros (2013), la molécula antagoniza la activacion de NF-k (proteinas que

controlan respuestas inmunitarias e inflamatorias), lo que podria explicar sus beneficios.

Camacho & Honorio (2017), se identifico una mezcla compleja de caracter terpenoide y 4
flavanonas:  glabranin, 7-O-metilglabranin, 6-C-metilglabranin y 5,7-dihidroxi-6-
prenilflavanona en el extracto etanodlico de Dalea isidori Barneby y segun Peralta, Cabrera, &
Pérez (2013), el compuesto 4-hydroxyflaflone fue identificado como un compuesto propio del

género Dalea.

Peralta, Santi, Agnese, Cabrera, & Ortega (2015), analizaron las estructuras quimicas presentes
en Dalea elegans, a traves de técnicas espectroscopicas, evidenciando dos flavonoides: p’,4’-

dihidroxi-5’-(1°,1’-dimetilalil)-8-prenilpinocenbrin (8PP) y 8 prenilpinocenbrin.

3.5. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria MIC

Para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria, se presenta la técnica de micro
dilucion la cual permite la determinacién de concentraciones muy bajas de los diferentes
extractos etanolicos de Dalea coerulea con denominacién D1, D2 y D3, sin embargo, para este
ensayo se excluye el tratamiento D3 puesto a que presentd la menor cantidad de fenoles y
flavonoides. En cuanto a los valores, estos estan expresados en pg/mL, los mismos que son

revelados con ayuda de colorantes como TTC (Mahon, Lehman, & Manuselis, 2014).

En cuanto a la interpretacién de la concentracion minima inhibitoria, Baser & Buchbauer

(2016), manejan diferentes valores expresados en unidades de pg/mL, donde indican intervalos

cada uno con una denominacion interpretativa, sin embargo ha sido necesario aumentar una
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categoria mas por valores obtenidos en la investigacion, mismos que son explicados en la Tabla

14.

Tabla 14.

Interpretacion de valores de MIC en pug/mL.

MIC Cddigo png/mL
Muy fuerte MF <500
Fuerte F > 500 MIC < 1 000
Moderada M 1 000 < MIC <5000
Débil D 5000 < MIC < 20 000
Ausente A > 20000

Elaborado por: Las Autoras, 2019

Es importante mencionar que para determinar la inhibicion del extracto hidroalcohdlico de
flores de Dalea coerulea frente a las bacterias de estudio, una vez obtenido el extracto, este fue
pasado por un rotavapor para eliminar el etanol, y llevarlo a una liofilizacion, proceso explicado
en la seccién 2. Por lo que es importante mencionar que los extractos hidroalcoholicos
liofilizados van a tener un mejor rendimiento y poder de accidn frente a; Staphylococcus aureus
subsp. aureus, Pseudomona aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae y Haemophilus influenzae; por lo que habrd una minima .perdida de los
compuestos de las flores, como constituyentes volatiles y compuestos que pueden llegar a
perderse en el secado u operaciones del proceso, asegurando que el extracto tenga una mayor
actividad inhibitoria que aplicando un extracto cotidiano (Ocafia, 2013). En la Tabla 15 se

observan los diferentes valores de inhibicién obtenidos frente a las bacterias de estudio.
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Tabla 15.

MIC de extractos etandlicos en pg/mL de Dalea coerulea y controles para, Staphylococcus
aureus subsp. aureus, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae,

Haemophilus influenzae y Pseudomona aeruginosa.

Extracto de Dalea coerulea al 5 %

Bacterias de estudio MIC (pg/mL)

D1 C D2 C

Staphylococcus aureus 2941,176 M 367,647 MF

subsp. aureus

Streptococcus pyogenes 1 470,588 M 367,647 MF

Klebsiella pneumoniae 3 333,333 M 1 666,660 M

subsp. pneumoniae

Haemophilus influenzae 2 631,578 M 328,947 MF

Pseudomona aeruginosa 416,666 MF 416,666 MF

Nota: (C) Cddigo de inhibicién; (MF) Muy fuerte; (F) Fuerte; (M) Moderado; (D1) Tratamiento con 20 % de
solvente; (D2) Tratamiento con 50 % de solvente.
Elaborado por: Las Autoras, 2019

Como vemos en la Tabla 15, el tratamiento D2 al 5 % (etanol al 50 %, liofilizado) dio una
inhibicién muy fuerte (MF) para las 4 bacterias de estudio, contrario a Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae donde la inhibicién fue moderada. Por otro lado, en el tratamiento D1 al 5
% (etanol al 20 %, liofilizado) presenta inhibiciones moderadas, pero en Pseudomona
aeruginosa, presenta una inhibicién muy fuerte siendo comparable con el tratamiento D2 para
esta bacteria. Las comparaciones de las concentraciones minimas inhibitorias para cada
bacteria, se representan en la Figura 9.
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Concentracion minima inhibitoria
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Figura 9. Comparaciones de MIC de cada compuesto para los microorganismos en estudio
Elaborado por: Las Autoras, 2019

Referente a este estudio, Castro & Abdo (2013), en su investigacion con Dalea mutisii Kunth
conocida también por el nombre de Iso, menciona que sus flores son las protagonistas para
tratar problemas de tos e indigestion, ya que presenta abundantes flavonoides y terpenos.
Ademas, en su estudio maneja extractos alcohélicos de flores y hojas, donde recalca que el
aumento de la concentracion aumenta su accion antioxidante debido a la oxidacion de catecol
a benzoquinona por polifenoloxidasas, menciona también, que las acciones de los extractos

tienen actividad a 10 000 pg/mL, 1 000 pg/mL y en ciertos casos hasta 100 pg/mL.

En el estudio de Montes-de-Oca-Marquez, y otros (2017), al usar especies del mismo género
como; Dalea thyrsiflora, Dalea elegans, Dalea purpurea y Dalea caerullea, indica que en su
composicion quimica se encuentran terpenos, flavonoides, flavanonas, taninos, chalconas y
cumarinas importantes para lograr una inhibicién en algunos microorganismos afectando su

estabilidad.
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En cuanto a los resultados obtenidos para el caso de Streptococcus pyogenes obtuvo un MIC de
367,647 ug/mL siendo una inhibicion muy fuerte usando el solvente al 50 % para extraer los
compuestos de flores de Dalea coerulea, sin embargo, para tratamiento D1 vemos que obtuvo
un MIC de 1 470,588 ug/mL por lo que el mejor tratamiento para lograr una inhibicion de esta
bacteria es trabajar con el extracto obtenido con etanol al 50 %. En cuanto a la accion de esta
bacteria en personas, se sabe que es la causante de faringoamigdalitis aguda y su importancia
radica en que esta bacteria deja secuelas no supurativas como glomerulonefritis y fiebre

reumatica (Rivera, 1998).

Para Haemophilus influenzae se observa una similitud en cuanto a valores de inhibicion con la
bacteria antes descrita, ya que se obtuvo un MIC de 328,947 ug/mL dando una inhibicién muy
fuerte usando el tratamiento D2, diferente al tratamiento D1 donde el MIC fue de 2 631,578
png/mL, dando mejores resultados al aplicar una extraccion con solvente hidroalcoholico al 50
%, por su parte, Rivera (1998), describe que esta bacilo es exclusivamente un patégeno humano

y se encuentra entre un 3 y 5 % en nifos.

Para el caso de ambas bacterias en estudio, no se han reportado ensayos donde se use extractos
hidroalcohdlico con Dalea coerulea y ninguna especie del género Dalea, por lo que generar

estos resultados es importante para poder realizar practicas in vivo.

En cuando a los resultados en Staphylococcus aureus subsp. aureus vemos una inhibicion clara
en el tratamiento D2 dando un valor de 367,647 pg/mL siendo una inhibiciéon muy fuerte y en
el tratamiento D1 encontramos un valor de 2 941,176 ug/mL con inhibicion moderada, Castro

& Abdo (2013), mencionan que, esta bacteria tiene una inhibicion parcial a partir de 1 000
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ug/mL usando extracto de flores y un valor de 6 538 pg/mL usando extracto de hojas, debido a
que las flores cuentan con mas flavonoides y terpenos, en relacion a los valores se denota una
diferencia con este estudio, esto puede deberse a que los extractos hidroalcohélicos de Dalea
coerulea han pasado por un proceso de liofilizacion lo cual permitio una inhibicion de mayor
rango en comparacion con el estudio de Castro & Abdo (2013), ademas se debe considerar

factores como el tipo de extraccion, solvente, entre otros.

Montes-de-Oca-Marquez (2017), menciona que las propiedades y la composicion quimica que
aporta el género Dalea tienen un potencial como antimicrobiano, un ejemplo es Dalea
carthagenensis, donde se obtuvo un extracto de tallo y flores a partir de hexano y extracto
acetonico para flores mostrando mayor inhibicion para Staphylococcus aureus y Pseudomona
aeruginosa con valores de 125 y 250 pg/mL respectivamente, datos similares a los obtenidos
en este estudio, ya que Staphylococcus aureus subsp. aureus logré un MIC de 367,647 ug/mL
y Pseudomona aeruginosa una MIC de 416,666 ug/mL. Ademas, menciona que se ha visto un
caso similar para Dalea scandens donde el extracto se realizd con acetato de etilo mostrando
actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y de igual manera para Dalea
versicolor y Dalea spinosa, ya que inhiben a esta bacteria gracias a la presencia de compuestos

fenolicos que estas plantas poseen.

Asi mismo Castro & Abdo (2013), al trabajar con Klebsiella pneumoniae y Pseudomona
aeruginosa, reportan valores de inhibicion a 1 000 pg/mL, a diferencia de esta investigacion
donde para Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae obtuvo una inhibicion moderada de 3
333,330 pg/mL y para el tratamiento D2 un MIC de 1 666,660 pug/mL, siendo el mejor
tratamiento el D2. En el caso de Pseudomona aeruginosa ambos tratamientos presentan una

inhibicién muy fuerte con valores de 416,666 pg/mL.
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Las investigaciones con la planta en estudio son escasas, por lo que los datos reportados en esta
investigacion son de utilidad ya que las concentraciones minimas inhibitorias, en su mayoria
dan una inhibicion fuerte. De igual manera se manejaron indicadores de control como,
Terpineol al 20 % siendo el control positivo y Clotrimazol al 5 % como antibi6tico, mismos

presentados en la Tabla 16.

Tabla 16.

MIC de indicadores de control para, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Streptococcus

pyogenes, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Haemophilus influenzae y Pseudomona

aeruginosa.
Indicadores de control
Bacterias de estudio MIC (pg/mL)
Terpineol20% C  Clotrimazol5% C
Staphylococcus  aureus 5494,118 D < 45,956 MF

subsp. aureus

Streptococcus pyogenes 2 747,059 M < 45,956 MF

Klebsiella  pneumoniae 1 556,667 M 208,333 MF

subsp. pneumoniae

Haemophilus influenzae 2 451,895 M <41,118 MF

Pseudomona aeruginosa 6 226,667 D < 52,083 MF

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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En cuanto a la accion del Terpineol; Carson, Hammer, & Riley (2006); aseguran un efecto
inhibitorio frente a diferentes bacterias, el mecanismo de accién de este compuesto esta dado
por la interaccion que realiza con la membrana, lo cual causa una perturbacion de la integridad

y funciones vitales de la bacteria.

3.6. Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vivo

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo, se aplicé la metodologia de Edema
plantar inducido por carragenina en ratones machos de 11 semanas, aplicando dosis de: 200;
100; 50 y 25 mg/kg del extracto liofilizado D2. Para este ensayo no se utilizaron los extractos
D1y D3 debido a que presentaron baja concentracion de fenoles, flavonoides y escasa actividad

antimicrobiana para el caso del extracto D1.

Para cada tratamiento, se calcularon las medias de los porcentajes de inflamacién a los 0, 30,
90, 180 y 300 minutos, representados en la Tabla 17. A los 300 minutos el mejor tratamiento,
con menor porcentaje de inflamacion es el control positivo, seguido por el tratamiento 7, que
corresponde a una dosis de 200 mg/kg. En la Figura 10 se comparan los porcentajes de

inhibicién de la inflamacion de todos los tratamientos en cada medicion.

60



Tabla 17.

Porcentajes de inflamacion para cada tratamiento a los 300 minutos

Compuesto Tratamiento Medias % inflamacion

30 min 90 min 180 min 300 min
Control Tl 0 0 0 0
Control positivo T3 83,900 52,010 47,000 38,480
Extracto 200 mg/kg T7 80,510 62,480 51,850 46,490
Extracto 100 mg/kg T6 78,550 60,100 58,430 50,340
Extracto 50 mg/kg T5 86,400 68,990 63,430 56,600
Extracto 25 mg/kg T4 85,670 72,900 69,200 63,650
Control negativo T2 81,71 91,59 86,11 95,11

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Figura 10. Comparacion de tratamientos segln el porcentaje de inhibicion para cada medicion
Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Los tratamientos no se pueden evaluar de manera independiente para cada medicion, por lo que
se analizaron a lo largo del ensayo, incluyendo todas las mediciones en los tiempos establecidos.
Para cada tratamiento, se calcularon las areas de los trapecios formados en cada medicion como
se observa en la Figura 11, se evaluaron mediante la técnica del area bajo la curva de acuerdo

a los porcentajes de inflamacion para cada tratamiento, como se representa en la Figura 12.
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Figura 11. Area de los trapecios formados durante todo el ensayo para el tratamiento 7
Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Figura 12. Curvas de porcentajes de inflamacion durante el ensayo
Elaborado por: Las Autoras, 2019

En la prueba de normalidad de las areas, se obtuvo un p-valor mayor a 0,05 para todos los
tratamientos, lo que indica que los datos son paramétricos. En el analisis de varianza se obtuvo
un p- valor de de 0,0001 (Anexo 5), al ser menor a un p-valor de 0,05 se obtiene una diferencia
significativa de los tratamientos y se aplica un analisis de separacion de medias utilizando la
prueba de Tukey (p < 0,05) al 5 %. Los tratamientos evaluados segun el &rea bajo la curva se
presentan en la Tabla 18, donde a menor area, menor porcentaje de inhibicion a lo largo del

ensayo.
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Tabla 18.

Categorizacion de tratamientos por analisis Tukey (p < 0,05) al 5 %, para el area bajo la curva

Compuesto Tratamiento Medias Error experimental  Categoria
Control T1 0,000 1373,720 A

Control positivo T3 15 069,170 1373,720 B
Extracto 200 mg/kg T7 16 542,400 1373,720 B
Extracto 100 mg/kg T6 17 197,960 1373,720 B
Extracto 50 mg/kg T5 19 117,890 1373,720 B C
Extracto 25 mg/kg T4 20 407,910 1373,720 B C
Control negativo T2 25 294,420 1373,720 D

Elaborado por: Las Autoras, 2019

El tratamiento control (T1) se encuentra en la categoria A debido a que a este grupo de
individuos no se les indujo el edema plantar con carragenina, obteniéndose un area bajo la curva
de 0. Los tratamientos T3, T7 y T6 se consideran como los mas adecuados ya que se encuentran

en la categoria B y no comparten categoria con otros tratamientos.

El tratamiento con menor area bajo la curva es el T7, obteniéndose un valor de 1 6542,400
unidades, lo que indica que es el tratamiento que menor porcentaje de inflamacion present6 a
lo largo del ensayo, con un valor final de 38,480 % a los 300 minutos de aplicada la carragenina.
El tratamiento T6 no presenta diferencia significativa con el tratamiento T3, el cual es el grupo
control positivo tratado con diclofenaco sédico; para ambos tratamientos se aplicé una dosis de

100 mg/kg, lo que indica que el tratamiento 2 con el extracto liofilizado D2 tiene una eficacia
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para tratar la inflamacion similar a la del diclofenaco sddico. La diferencia de los tratamientos

se observa en el grafico de barras de la Figura 13, que se obtuvo del programa estadistico.
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Figura 13. Gréfico de barras para tratamientos segln al area bajo la curva
Elaborado por: Las Autoras, 2019

Los tratamientos T4 y T5, a pesar de tener un porcentaje de inflamacion menor al tratamiento
T3 control positivo, se pueden considerar como una alternativa ya que, luego de 300 minutos
de inducir el edema plantar, el porcentaje de inflamacion fue de 63,650 y 56,600 %,

respectivamente, como se presenta en la Tabla 17.

En el estudio de Camacho & Honorio (2017), se evalud la actividad antiinflamatoria mediante
la técnica de edema plantar inducido por carragenina, del extracto etanolico de Dalea isidori
Barneby, en el cual se identificd los flavonoides: quercetina y rutina que poseen propiedades
antiinflamatorias, se evidencio que la dosis de 250 mg/kg de extracto tiene el mayor efecto
antiinflamatorio, datos similares obtenidos en este estudio, donde el tratamiento 7 con una dosis

de 200 mg/kg presento el menor porcentaje de inflamacion.

65



El mismo método de evaluacion de la actividad antiinflamatoria se utilizo en la investigacion
realizada por Ara, y otros (2010), donde se evalud el extracto metanolico de la corteza seca de
Adenanthera pavonina L, que pertenece a la misma familia que Dalea coerulea, Fabaceae y sus
flores son de color purpura. Se aplicé una dosis del extracto de 400 mg/kg que exhibio un
porcentaje de inhibicion de la inflamacion de 33,110 % a la tercera hora de estudio que fue
similar al control con diclofenaco sddico, este resultado es inferior comparado con el obtenido
en este estudio, ya que para el tratamiento 7 a las 3 horas, se obtuvo un porcentaje de inhibicion

de 48,150 %, tomando en cuenta que se aplicé una dosis de 200 mg/kg.

En la literatura cientifica no se encuentran investigaciones relacionadas con la actividad
antiinflamatoria de Dalea coerulea, por lo cual los resultados obtenidos en este ensayo son
relevantes ya que la actividad de las diferentes concentraciones del extracto liofilizado son
similares a la actividad del diclofenaco sodico, que se utiliza con mayor frecuencia en modelos
de experimentacion animal, ya que es un antiinflamatorio no esteroideo que disminuye la
inflamacion aguda y cronica al inhibir la sintesis de prostaglandinas, prostaciclina y

tromboxano (Tood & Sorkin, 1988)
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Conclusiones

La extraccidn de principios activos con el solvente etanol al 50 % y ultrasonido permite obtener
la mayor cantidad de fenoles (15,560 mg/g) y flavonoides (11,730 mg/g), que es confirmado en
el analisis estadistico. De igual manera en este extracto la actividad biolégica antimicrobiana y

antiinflamatoria result6 ser la mas elevada.

Empleando un espectrometro de masas de alta resolucion fue posible determinar la naturaleza
quimica de uno de los flavonoides que resulto ser la molécula conocida como malvidina. Dicho
compuesto es uno de los mas abundantes en la naturaleza, en flores y frutos de coloracion
azulada, que coincide con las caracteristicas en las flores de Dalea coerulea. Ademas de ya

contar con muchos estudios de actividad antiiflamatoria y antimicrobiana.

La evaluacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) en el extracto hidroalcohdlico D2
al 5 %, obtenido con etanol al 50 % y liofilizado, demuestra ser efectiva con una valoracion de
muy fuerte y fuerte para todas las bacterias empleadas en esta investigacién. Lo que pone en
evidencia su gran actividad contra patégenos comunes en diversas enfermedades del sistema

respiratorio.

Dado que uno de los sintomas mas comunes en las enfermedades respiratorios, es la inflamacién
de mucosas Y tejidos, en la investigacion se evalud su actividad antiinflamatoria mediante la
metodologia de edema plantar inducido por carragenina. El resultado con uno de los extractos,
evidencid un 46,490 % de inflamacion que fue equiparable al del control positivo (diclofenaco

sodico)
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Todos los ensayos tanto de composicion quimica, como de actividad bioldgica nos llevan a
concluir que el uso ancestral para el “Iso”, pudo ser confirmado mediante los estudios detallados
en el presente trabajo. Queda abierta la posibilidad de profundizar el estudio en la especie, con
la finalidad que la misma pueda ser usada de forma seguro en diversos tratamientos y productos

de fitoterapia.
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Elaborado por: Las Autoras, 2019

Anexo 2. Elaboracién de extractos a partir de las flores de Dalea coerulea
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Extractos hidroalcohdlicos

Elaborado por: Las Autoras, 2019

Liofilizacién del extracto de Dalea coerulea

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Extracto hidroalcohdlico liofilizado

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Anexo 3. Resultados del programa estadistico InfoStat

Cantidad de Fenoles

Prucba de EKruskal Wallis

Variable Extracto N Medias D.E. Medianmas gl H ©
Fenoles mgfg D1 4 12,61 0,47 12,62 2 9,85 0,0002
Fenoles mg/g D2 4 15,56 0,62 15,57
Fenolez mg/g D3 4 9,32 1,21 9,20

Trat. Ranks

D3 2,50 A
D1 £§,50 & B
D2 10,50 B

Medias con upna letra comuin no son significativaments diferesntss (p > 0,05)

Elaborado por: Las Autoras, 2019

Cantidad de Flavonoides
Anali=i=s de la wvarianza

Variable N E< ER* &3 CW
FLAVCHNOIDES mg/g 12 1.00 1.00 0.63

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo. 4%9.56 2 24.78 T7860.93 <0.0001
TEATAMIENTC 45.56 2 24.78 7860.93 <0.0001
Error 0.03 9 3.2E-03

Total 49,59 11

Tezt:Tukey Alfa=0.05 DMS=D.11084
Error: 0.0032 gl: B8

TEATAMIENTC Medias n E.E.

Iz 11.73 4 0.03 &

T3 g8.15 4 0.03 B

T1 6.94 4 0.03 C

Medizs con uns letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Actividad antiinflamatoria segun la técnica del area bajo la curva

Analisis de la wvarian=za

Variable N R® R® Lj CV
Area 21 0,93 0,91 14,66

Conadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 1121260098,28 & 1868376683,05 33,01 <0,0001
Tratamiento 112126009%8,28 & 186376683,05 33,01 <0,0001
Error T9258713,65 14 Seel336,69
Total 1200518811,93 20

Test: Tokey Alfa=0,05 DMS=6633, 64110
Error: H661336,6890 gl: 14
Tratamiento Medias n E.E.

T1 -1,8E-12 3 1373,72 &

T3 15069,17 3 1373,72 B

T7 16542,40 3 1373,72 B

T 17187,86 3 1373,72 B

TS 19117,89 3 1373,72 E C
T4 20407,51 3 1373,72 B C
T2 25294,42 3 1373,72 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes

Elaborado por: Las Autoras, 2019

fp = 0,05}
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Anexo 4. Concentracion minima inhibitoria de los microorganismos evaluados mediante
microdilucion

Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 292131m

Elaborado por: Las Autoras, 2019

Streptococcus pyogenes ATCC 19615tm

Elaborado por: Las Autoras, 2019

90



Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 100311m

Elaborado por: Las Autoras, 2019

Haemophilus influenzae ATCC 102111wm

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Pseudomona aeruginosa ATCC 9027twm

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Anexo 5. Método de edema plantar inducido por carragenina en ratones Balb/C

Dosis del Extracto hidroalcohélico liofilizado D2

Elaborado por: Las Autoras, 2019

Medicion pata de raton Balb/C

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Grupos de Ratones Balb/C

Elaborado por: Las Autoras, 2019

Administracion de la inyeccion de carragenina al 1 %

Elaborado por: Las Autoras, 2019
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Administracion de las dosis de extracto D2

Elaborado por: Las Autoras, 2019

Inflamacion inducida por carragenina- pata derecha

Elaborado por: Las Autoras, 2019

95




Anexo 6. Ficha de informacion de cada microorganismo

Ly

ATCC

Streptococcus pyogenes
(ATCC® 19615™)

Please read this FIRST

Frozen: -80°C or
colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C

Live Culture: See

Propagation
Saction

Intended Use

This product s intended Tor research use ondy. It s nol
nianded for any animal or human therapeulic o
diagnoshc use.

Citation of Strain

e Description

Designation: Bruno [CIP 104226]

Deposited Mame: Straplococcus pyogenes Rosenbach

Antigenic Properties: Lancefield's group A

Product Description: Used in media testing; as a control strain for Streptococcus Group A; and in quality
cantrol for for BEL, bioMerieux Vitek, IDS, and Micro-Media products.

h':ﬂ' Propagation

Medium
ATCC® Medium 44: Brain Heart Infusion AganBroth
ATCC® Medium 260: Tryplicase soy agar/broth with defibrinated sheep blood

Growth Conditions
Temperature: 37C
Atmosphere: 5% CO,

Propagation Procedure
1. Open vial according to enclosed instructions.
2. Using a single tube of #44 broth (5 to & mL), withdraw approximately 0.5 to 1.0 mL with a Pasteur or
1.0 mL pipette. Rehydrate the entire pellet.
3. Aseplically transfer this aliquot back into the broth tube. Mix well.
4. Use several drops of the suspension fo inoculate a #260 agar slant andfor plate.
5. Incubate the tubes and plate at 37°C for 24 hours in an atmosphere of 5% CO.

% Motes

Additsonal information on this culture is available on the ATCC® web site at www_atcc org

E References

Referencas and ofer informalon relating o this product are available online at www . a1cc. org.

"Q‘ Biosafety Level: 2

Il uge of this cullure results in a scientific publication, &
should be cled in that manuscript in the Tolkewing

manner: Streplococtus progenss (ATCCT 18515™)

American Type Culture Collection
FO B 1549

Marasss, VA 20108 LUSA
el £ L8

SO0 538. B558T or T03.365.2700
Fax- T03.365.2750

Email: Techfatoo org

Or condact your local sisinbufar

Page 1 of 2

Appropnate satety proceduras should always be used with this material. Laboratory satety s discussed in
the cument publication of the Biosafefy in Microbioiogics! and Siomedical Laborafones from the LS
Department of Health and Human Serveces Canters for Disease Control and Preveniion and National Institutes
fior Heaith.

ATCC Warranty

ATCC® products are warranted for 30 days from the date of shipment, and thiz warranty ig valid only If the
product s stored and handled according to the imformation included on this product information sheet. i the
ATCC® product 5 8 living cell or microcrganism, ATCC ksts the media fonmulalon that has been found 1o be
eflective for this product. While other, unspecified media may also produce satisfactory results, a change in
media or the absence of an additive from the ATCC recommended media may affect recosery, growth andiorn
function of thes product. if an altemnative medwrn formulation is used, the ATCC warranty for wiability is no
longer walid.

Disclaimers

This product is intended for laboralory research purposes only. It is not intended for use in humans
While ATCC uses reesonable efforts to inchude accurate and up-to-date information on this product sheet,
ATCC makes no warmanbes of representaions &s 1o ita accuracy. Cltations from sclientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed o be accurate
This product i sent with the condition that you ane responsible for fe safe storage, handling, and use. ATCC
I= not liable for any daMaes or injuriés arising from recelpt and'or wse of this product. Whiks reasonable effort
Iz made fo insure authenticty and relability of materials on depost, ATCC s not liable for damages arising from
the misidentfication or misrepresentation of such materials

Flease see the enciosed Material Transter Agreament (MTA) for further detads regarding the use of this
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iy

ATCC

Haemophilus influenzae
(ATCC® 10211™)

Please read this FIRST

Frozen: -B0°C or
colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C

Live Culture: See

Propagation
Section

Intanded Use

This product is infended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

0 Description

Designation: AMC 36-A-1 [572]

Deposited Name: Haemophilus influenzae (Lehmann and Meumann) Winslow et al.

Antigenic Properties: Type b, Biotype |

Product Description: Used for media and susceplibility testing. This is a quality contral sirain for API NH,
hindlerieys.

"
h" Propagation

Medium
ATCC® Medium 2167 Haemophilus Test Medium
ATCC® Medium 814: GC AgarBroth Medium

Growth Conditions
Temperature: 37°C
Atmosphera: 5% CO,

Propagation Procedure
1. Open vial according to enclosed instructions or visit www.atce.org for instructions.
2. Rehydrate the entire pellet with approximately 0.5 mL of #2187 broth. Aseptically transfer the entire
contents to a 5-6 mL tuba of #2187 broth. Additional test tubas can be inoculated by transferring 0.5
mlL of the primary broth tube to these secondary broth tubes.
3. Use several drops of the primary broth tube to inoculate a #814 plate and/or #8214 agar slant.
4. Incubate at 37"C for 24-48 hours in an atmosphere of 5% COy

% Notes

Additional information on this culture is available on the ATCC® web site at www.atce.org.

E Referances

Citation of Strain

References and other information relating to this product are available online at www.atec.org.

’Q’ Blosafety Level: 2

If wse of this culture results in a scientific publication, it
should ba cited in that manuscript in the following

manner: Heemophilus influenzae (ATCC® 10211™)

#merican Type Culhure Collection
PO Box 1540

Manassas, VA 20108 USA

werw alcc.org

00,638, 6557 or 703368 2700

Fax: T03.368.2750

Email: Techiates org

O contact your jocal distributor

Page 1 of 2

Appropriate safety proceduwres should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafaty in Microbiologica! and Biomedical Laboratories from the LS.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and Mational Institutes
for Health.

ATCC Warranty

ATOC® products are warranted for 30 days from the date of shipment, and this warranty is valid anly if the
producdt is stored and handled according fo the information included on this product informafion sheet. If the
ATOC® product is a living cell or microorganism, ATCC lists the media formulation that has been found to be
effactiva for this product. While other, unspecified media may also produce satisfactory results, a change in
media or the absence of an additive from the ATCC recommended media may affect recovery, growth and/or
funcfion of this product. if an alternative medium formulation is used, the ATCC warranty for viability is no
longer walid.

Disclaimers

This produdt is intended for |laboratory research purposes only. It is nat intended for use in humans.
Whila ATCC uses reasanable effors to include accurate and up-to-date information an this produd sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed fo be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages ar injuries arising from receipt andfor use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and refiability of materials on depaosit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of such materials.

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
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&

ATCC

Staphylococcus aureus
subsp. aureus (ATCC®
29213™)

Please read this FIRST

Frozen: -80°C or
colder
Freeze-
to &°C
Live Culture: See

d: 2°C

Propagation
Section

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

e Dascription

Designation: Wichita

Deposited Name: Staphylococcus aureus subsp. aurews Rosenbach

Product Description: Quality control strain for AP, BEL, bioMeriaux Vitek, Micro-Media, MicroScan™  and
Sensititre products. Standard sirain for CLSI antimicrobial susceptibility testing.

)
H" Propagation

Medium
ATCC® Medium 18: Trypticase Soy Agar/Broth

Growth Conditions
Temperature: 37°C
Atmosphere: Asrobic

Propagation Procedure
1. Open vial according fo enclosed instructions.
2. Using a single tube of #18 broth (5 to 8 mL), withdraw approximately 0.5 to 1.0 mL with a Pasteur or
1.0 mL pipetie. Rehydrate the entire pellet.
3. Asaptically transfer this aliquot back into the broth tube. Mix well.

=

. Use several drops of the suspension fo inoculate a #18 agar slant andfor plate.
5. Incubate the tubes and plate at 37°C for 24 hours.

% Notes

Additianal information on this culture is available on the ATCC® web site at www.atce.ong.

E References

References and other infarmation relating to this product are available online at www.atcc.org.

'@ Biosafaty Level: 2

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: Staphylococcus surews subsp. aursus
(ATCC® 20213™)

American Type Culture Collection
PO Box 1548

Manassas, VA 20108 US#
wrwatce. org

800638, B5ET or TOI.368 2700

Faoc: 703 3652750

Email: Tech@atoc org

O caratact your local disivbutar

Page 1 of 2

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biosafefy in Microbiological and Biomedical Laboratonies from the U.S.
Department of Health and Human Sarvices Centers for Diseasa Control and Prevention and National Institutes
far Health.

ATCC Warranty

ATCC® products are warranted for 30 days from the date of shipment, and this warranty is valid only if the
product is stored and handled according io the information included on this product informafion sheat. If the
ATOC® product is a living cell or microarganism, ATCC lists the media formulation that has been found to be
effective for this product. While ather, unspecified media may also produce satisfactory results, a change in
media or the absence of an additive from the ATCC recommended media may affect recovery, growth andfor
funcfion of this product. If an alternative medium formulation is used, the ATCC warranty for viability is no
langer walid.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
Whila ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or represenfations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC doas not warrant that such information has been
confirmed fo be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from recaipt andfor use of this preduct. While reasonable effort
is made to insure authanticity and reliability of materials on deposit, ATCC is not iable for damages arising from
the misidentification or misrepresantation of such materials.

Please see the enclosed Material Transfer Agreament (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.alcc.org
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ATCC

Pseudomonas aeruginosa
(ATCC® 9027™)

Please read this FIRST

Frozen: -B0°C or
colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C

Live Culture: See

Propagation
Section

Intended Use

This product is intended for research use only_ It is not
intended for any animal or human therapeutic or
disgnostic use.

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following

manner: Pseudomonas seruginosa (ATCC® 0027™)

Anerican Type Culthwre Collection
PO Box 1548

Manassaes, Wi 20108 USA
www.alcc.org

B00.BE BEST or TOI. 36862700

Faoc: T03.3658.2750

Email: Tech@atee org

O contact your focal distributor

Page 1 of 2

@ Description

Designation: R. Hugh 813

Deposited Name: Pssudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula

Product Description: Used in the assay of anfimicrobial preservatives. Used in efficacy testing, media
testing. and preparatory test control. A quality control strain for sterility testing. Produces rhamnalipid
surfactant.

5
h" Propagation

Medium
ATCC® Medium 3: Nutrient agar or nutrient broth

Growth Conditions
Temperature: 37C
Atmosphere: Asarobic

Propagation Procedure
1. Open vial according fo enclosed instructions.
2. Using a single tube of #3 brath (5 to 6 mL), withdraw approximatety 0.5 fo 1.0 mL with a Pasteur or
1.0 mL pipetie. Rehydrate the entire pellet.
3. Aseptically transfer this aliquat back into the broth tube. Mix well.
4. Use sewveral drops of the suspension io inoculate a #3 agar slant andlor plate.
5. Incubate all tubes and plate at 37°C for 24 hours.

% Motes

Baoth fluorescein and pyocyanin pigments are praduced.

Purified genomic DMA of this strain is available as ATCC® 90270-5™. This strain is available as Certified
Reference Material ATCC® CRM-G027 ™.

Additional information an this culture is available on the ATCC® web site at www atcc.org.

E References

References and other information relating to this product are available online at www.atce.org.

’Q‘ Blosafety Level: 2

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biozafaty in Microbiological and Biomedical Laboratorias from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Confral and Prevention and National Institutes
for Health.

ATCC Warranty

ATCC® products are warranted for 30 days from the date of shipment, and this warranty is valid only if the
product is stored and handled according to the information included on this product informafion sheet. If the
ATCC® product is a living cell or microorganism, ATCC lists the media formulation that has been found fo be
effactive for this product. While ather, unspecified media may also produce satisfactory results, a change in
media or the absance of an additive from the ATCC recommended media may affect recovery, growth andfar
function of this product. If an alternative mediuem formulation is used, the ATCC warranty for viability is no
longer valid.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.

While ATCC uses reasonable effords to include accurate and up-to-date information on this product sheet,
ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
canfirmed io be accurate.

This product is sant with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt andior use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of materials on depasit, ATCC is not liable for damages arising from
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ATCC

Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae
(ATCC® 10031™)

Please read this FIRST

Frozen: -80°C or
colder
Freeze-Dried: 2°C
to 8°C

Live Culture: See

Propagation
Section

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

@ Description

Designation: PCI 602

Deposited Name: Klebsieda pneunoniae subsp. preumaniae (Schroeter) Trevisan

Product Description: Used in several antibiotic assays. Used for inhibition testing. Quality control strain for
Sensititre products.

'i:ﬂ Propagation

Medium
ATCC® Madium 3: Nulrient agar or nulrient brath

Growth Conditions
Temperature: 37°C
Atmosphere: Aerabic

Propagation Procedure

. Open vial according fo enclosed instructions.

. Using a single tube of #3 brath (5 to & mL), withdraw approximately 0.5 to 1.0 mL with a Pasteur or
1.0 mL pipetie. Rehydrate the entira pelle.

. Asaptically transfer this aliquat back into the broth tube. Mix well.

PO

A

. Use several drops of the suspension fo inoculate a #3 agar slant and/or plate.
. Incubate the tubes and plate at 37°C for 24 howrs.

% Motes

Additional information on this culture is available on the ATCC® web site al www.atce.org.

ﬁ References

References and other information relating to this product are available online at www.atce.org.

& Biosafety Level: 2

(]

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: Kiabsiells pneumonise subsp. pneumoniae
(ATCC® 10031™)

American Type Culiure Collection
PO Box 1548

Manassas, VA 20108 USA

wiwew alce.org

B00.G38. E5ST or TOL.I652T00

Fao: 703 3852750

Email: Techiabos org

O contact your local disinbutar

Page 1 of 2

Apprapriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of the Biasafefy in Microbiological and Biomedical Laboratories from the US.
Department of Health and Human Senvices Centers for Disease Control and Prevention and Mational Institutes
for Health.

ATCC Warranty

ATCC® products are warranted for 30 days from the date of shipment, and this warranty is valid only if the
product is stored and handled according fo the information included on this product informafion sheet. If the
ATCCE product is a living cell or microorganism, ATCC lists the media formulation that has been found io be
effective for this product. While other, unspecified media may also produce satisfactory results, a change in
madia or the absence of an addifive from the ATCC recommended media may affect recovery, growth andlar
funciion of this product. If an alternative medium formulation is used, the ATCC warranty for viability is no
longer valid.

Disclaimers

This produwd is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.
Whila ATCC uses reasonable efforts to include accurate and up-to-date infarmation on this product sheet,
ATCC makes no warranties or represantations as to its accuracy. Citations from scientific literature and
patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warrant that such information has been
confirmed o be accurate.
This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use. ATCC
is not liable for any damages or injuries arising from receipt and'or use of this product. While reasonable effort
is made to insure authenticity and reliability of materials on deposit, ATCC is not liable for damages arising from
the misidentification or misrepresentation of such materials.

Please see the enclosed Material Transfer Agreament (MTA) for further details regarding the use of this
product. The MTA is also available on our Web site at www.alcc.org

(ATCC, 2019)
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