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RESUMEN

El presente estudio fue planteado con el objetivo de: Determinar la actividad
antinflamatoria del extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”,
in vitro. Material y método: se recolectd el material bioldgico que consistié en
hojas frescas de Psidium guajava L. “guayaba, estas fueron secadas, trituradas
y maceradas por siete dias; luego se filtr6 el macerado, se llevo a la estufa para
concentrarlo y se obtuvo el extracto seco. La actividad antiinflamatoria in vitro
se determino por el método de la desnaturalizacion de proteinas (albumina de
huevo) inducida por calor. Se prepararon diferentes concentraciones de 31.25,
62.5, 125, 250, 500, 1000pg/ml; estas se mezclaron con albimina y solucion
salina tamponada con fosfato, luego fueron incubadas y sometidas al calor para
observar la desnaturalizacion de proteinas, en condiciones ambientales se
midio la absorbancia utilizando un espectrofotdmetro UV/vis a 660nm. Se utilizd
el Diclofenaco Sodico como farmaco de referencia. Resultados: El extracto
presentd solubilidad en solventes polares y apolares; asimismo reveld la
presencia en abundante cantidad de fenoles, taninos, flavonoides, saponinas,
esteroides y alcaloides. El estudio in vitro del extracto seco de Psidium guajava
L. “guayaba” demostré inhibicion dependiente de la dosis en la
desnaturalizacién de la albumina de huevo; estos valores fueron comparados
estadisticamente con el farmaco de referencia, diclofenaco sodico. Se observo
que el extracto seco de Psidium guajava L. “‘guayaba” a una concentracion de
1000ug/ml presenté mayor actividad antiinflamatoria con un porcentaje de
inhibicién de 4663.5. Las conclusiones a las que se llegd son: las diferentes
concentraciones del extracto seco de Psidium guajava L. “guayaba” poseen

mejor actividad antiinflamatoria in vitro respecto al diclofenaco sédico.

Palabras clave: Psidium guajava L, extracto seco, desnaturalizacion de

proteinas, actividad antiinflamatoria.



ABSTRACT

The present study was proposed with the objective of: To determine the anti-
inflammatory activity of the dried extract of the leaves of Psidium guajava L.
"guava", in vitro. Material and method: the biological material was collected,
which consisted of fresh leaves of Psidium guajava L. "guayaba, these were
dried, crushed and macerated for seven days; this was brought to the stove was
concentrated and dried extract was obtained. Anti-inflammatory activity in vitro
was determined by the heat-induced protein denaturation (egg albumin)
method. Different concentrations of 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000ug/ml were
prepared; these were mixed with albumin and phosphate buffered saline, then
incubated and subjected to heat to observe the denaturation of proteins, under
ambient conditions the absorbance was measured using a UV / vis
spectrophotometer at 660nm. Diclofenac Sodium was used as a reference drug.
Results: The extract showed solubility in polar and apolar solvents; also
revealed the presence in abundant amounts of phenols, tannins, flavonoids,
saponins, steroids and alkaloids. The in vitro study of the dry extract of Psidium
guajava L. "guayaba" showed dose-dependent inhibition in the denaturation of
egg albumin; these values were statistically compared with diclofenac sodium. It
was observed that the dry extract of Psidium guajava L. "guava" at a
concentration of 1000pg/ml showed greater anti-inflammatory activity with an
inhibition percentage of 4663.5. The conclusions reached are: that the
different concentrations of the dry extract of Psidium guajava L. "guayaba" have
better anti-inflammatory activity in vitro than diclofenac sodium.

Key words: Psidium guajava L, dry extract, protein denaturation, anti-

inflammatory activity.
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INTRODUCCION

Desde hace muchos afios las plantas medicinales tradicionales han sido
utilizadas para tratar diversas enfermedades, estas son consideradas por la
poblacion como fuente de sustancias naturales con excelentes efectos

terapéuticos.

Las propiedades curativas de las plantas medicinales se deben tal vez a la
presencia de varios metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides,
fenoles, saponinas, esteroles, etc. Se dice que existe una creciente atencion en
la correlacion de los constituyentes fitoquimicos de una planta medicinal con su

actividad farmacolégica.t

La inflamacién es una respuesta a una lesion, infeccion o irritacion y se
caracteriza por presentar signos como enrojecimiento, dolor, calor, hinchazén y
pérdida de funcién en el area afectada. En ella se producen una serie compleja
de actividades como la activacion de enzimas, liberacion de mediadores,
migracion celular, perdida de la conformacion molecular de las proteinas como
de sus funciones biologicas al desnaturalizarse, la degradacion y reparacion de

tejidos.?2

La inflamacion se clasifica como aguda o cronica. La inflamacion aguda esta
asociada con aumento de la permeabilidad vascular, infiltracion capilar y
emigracion de leucocitos. La inflamacion crénica se asocia con la infiltracion de
células inmunes mononucleares, macréfagos, monocitos, neutrofilos, activacion

de fibroblastos, proliferacion y fibrosis.*

En la actualidad las enfermedades inflamatorias que incluyen diferentes tipos
de enfermedades degenerativas como la artritis reumatoide son una causa

importante de morbilidad de la fuerza laboral en todo el mundo. ®



Debido a que la inflamacion causa muchas reacciones y otros acontecimientos
gue pueden llegar afectar algunos 6rganos y ser peligroso para la vida, existen
los medicamentos convencionales como los Antinflamatorios no esteroideos
(AINESs) que usualmente son utilizados para tratar y aliviar la inflamacién, estas
son lo suficientemente potentes, pero a largo plazo la administracion puede

conducir a efectos secundarios severos.®

Cabe sefialar que hay estudios donde demuestran que los AINEs se acoplan a
la proteina plasmatica, estas actitan previniendo o inhibiendo Ia

desnaturalizaciéon térmica de la albimina.”’

Asimismo, estudios reportan que el uso prolongado de los AINES se relaciona a
diversas reacciones adversas, trastornos en el tracto digestivo, toxicidad u
otros. Esta es la principal razon para el estudio, disefio y desarrollo de
medicamentos de origen natural que posean actividades farmacologicas
eficaces, seguras y con menos efectos adversos. Es por ello que
investigadores estan realizando estudios basado en la buasqueda de
medicamentos naturales con propiedades antiinflamatorias y que estas sean

mAs seguros y potentes.

Son pocos los trabajos realizados sobre el aislamiento y la identificacion de los
componentes activos responsables de la actividad terapéutica. Es por ello que
se requieren amplios estudios cientificos para el desarrollo de la actividad

farmacoldgica de componentes bioactivos aislados.?

En la actualidad, gran parte de la poblacion califica a los productos naturales
como mas seguros que los medicamentos convencionales, esto permite que se
realice investigaciones farmacoldgicas a los principios activos con el propdsito
de demostrar las propiedades terapéuticos y que estas sean validadas

cientificamente.



La planta de Psidium guajava L., llamada por lo general guayaba, corresponde
a la familia Myrtaceae, segun estudios su origen comenzé en américa del
sur.®® En la medicina tradicional se ha usado como agente hipoglicémico,
antioxidante, hepatoprotector, antialérgico, antimicrobiano y antiinflamatorio,

por lo tanto, permite tratar diversas enfermedades. 112

Se han identificado los fitoconstituyentes de las plantas medicinalmente
importantes y se ha demostrado que varios metabolitos tienen buen
rendimiento y que algunos poseen actividades bioldgicas utiles que pertenecen
principalmente a compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides, terpenoides
y triterpenos. Estudios fito farmacolégicos han confirmado que Psidium guajava
exhiben una amplia gama de efectos biolégicos.!13 De esta manera mediante
la investigacion cientifica se han validado las propiedades terapéuticas de los

metabolitos bioactivos de las hojas Psidium guajava.

Los extractos y metabolitos de esta planta, particularmente los de las hojas y
los frutos, poseen actividades farmacolégicas Utiles.'* Ademas las hojas de P.
guajava L. presentan valores medicinales, asimismo hay evidencia cientifica de
dichos valores como la propiedad antiinflamatoria. Existen diferentes
preparaciones de las hojas de Psidium guajava L. cientificamente validadas en

relacién a sus constituyentes fitoquimicos terapéuticos.41°

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la actividad
antiinflamatoria in vitro del extracto seco de las hojas de Psidium guajava L.
“guayaba”, utilizando el método desnaturalizacion de proteinas, con finalidad de
proporcionar informacion adicional cientifica e incentivar a futuras
investigaciones acerca de las propiedades medicinales del Psidium guajava L.
y brindar alternativas de tratamiento para las enfermedades con proceso

inflamatorio a la poblacion.



CAPITULO |

PLANEAMIENTO METODOLOGICO

1.1 Descripcién de larealidad problematica

Actualmente la inflamacion es considerada como una parte compleja de la
respuesta biol6gica de los tejidos vasculares a estimulos perjudiciales
tales como patdgenos, células dafiadas o irritantes. Es el resultado de la
participacion concertada de un gran numero de factores vasoactivos,
guimiotacticos y proliferativos en diferentes etapas; es por ello que hay

muchos objetivos para la accion antiinflamatoria.1®

La inflamacién es importante y necesaria puesto que protege nuestro
organismo de estos agentes dafiinos y da inicio al proceso de

regeneracion o curacion del tejido dafiado.

En consecuencia, la inflamacién, es la destruccion progresiva del tejido
intransigente y la supervivencia del organismo. La inflamacién crénica
también puede conducir a enfermedades, como la fiebre de heno,
aterosclerosis, artritis reumatoide, etc. Los signos clasicos de inflamacion

han sido reconocidos durante mucho tiempo; los tejidos se vuelven rojos,
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hinchados, sensibles, dolorosos, hay calor local puesto que el paciente
puede llegar a presentar fiebre. Sin embargo, cuando el proceso de
inflamacion desaparece y continla a fuego lento en nuestro cuerpo por un
periodo prolongado, esto comienza a ser perjudicial, a ello se le conoce
como inflamacion crénica. La inflamacion puede ser categorizada

principalmente como inflamacién aguda y crénica.t’

Las enfermedades inflamatorias agudas y crénicas siguen siendo todavia
uno de los tantos problemas que aquejan la salud poblacional. Hoy hay
varios agentes terapéuticos conocidos para tratar los trastornos
inflamatorios, pero su uso prolongado a menudo puede conducir a
intolerancia gastrica, depresion de la médula ésea, retencién de agua y
sal. Por esta razon, hay una necesidad de encontrar y desarrollar nuevos

medicamentos antiinflamatorios con bajos efectos.®

Los productos naturales han contribuido significativamente al desarrollo
de la medicina moderna. En los ultimos tiempos, la medicina tradicional
estd siendo reevaluada en todo el mundo, mediante una amplia
investigacion sobre las diferentes especies de plantas y sus principios
activos terapéuticos. La gran riqueza del reino vegetal puede representar
una nueva fuente de nuevos compuestos con importantes actividades

antiinflamatorias.1®

La medicina tradicional nos proporciona el desarrollo de nuevos remedios
alternativos terapéuticos debido a que es notable su seguridad, eficacia y
porque hay poca presencia de reacciones adversas en su uso; asimismo
son muy rentables por su bajo costo y lo importante que son accesibles

para la poblacion.

En la actualidad existen ciertos problemas relacionados con el uso de
animales en los experimentos farmacologicos, es por ello que se opta por

métodos adecuados y diferentes para la investigacién de nuevos agentes

5



terapéuticos que pueden ser usados en las enfermedades con procesos

inflamatorios.

En el Peru, el uso curativo de la Psidium guajava L. estd asentado en
costumbres naturistas; en nuestra actualidad existen numerosos estudios
cientificos a nivel mundial enfocados en la utilidad de sus estructuras
quimicas y en sus multiples usos como agentes antioxidantes,

antiespasmadica, antiiinflamatorio, antianemica, u otros.?°

Por otra parte, investigadores han informado sobre las propiedades del
Psidium guajava L. “guayaba”, demostrando que los extractos de las
hojas de guayaba tienen propiedades analgésicas, antiinflamatorias,

antimicrobianas y actividad antioxidante.?!

Asimismo, se han reportado estudios de la actividad antiinflamatoria in
vitro e in vivo del preparado etanélico de las hojas de guayaba.?? Ademas
otras investigaciones sefialan a su vez que el extracto de las hojas de
guayaba contiene flavonoides, principalmente derivados de quercetina,
qgue en el cuerpo se hidrolizan para dar la aglicona quercetina y esta

podria ser responsable de la actividad antiinflamatoria y analgésica.??

Por todo lo dicho, la reciente investigaciébn tiene como propésito
determinar la actividad antiinflamatoria del extracto seco de Psidium
guajava L. “guayaba” por el método de la desnaturalizacion de la proteina,
in vitro; este nuevo modelo de estudio permitié6 desarrollar conocimientos
cientificos a través de la investigacion experimentacion para asi ofrecer a
la poblacidn alternativas terapéuticas para las enfermedades con proceso

inflamatorio.



1.2 Delimitacion de la investigacion

121

122

123

Delimitacion temporal

La actual investigacion se realizé en el periodo de junio 2018 a
octubre del 2018.

Delimitacion geografica

La recoleccion de la muestra se realizo en la localidad de Andahuasi
Distrito de Sayan (584 msnm), perteneciente a la Provincia de Huaura
del departamento de Lima, los ensayos se realizaron en los
ambientes del laboratorio de la Universidad Alas Peruanas-Filial

Huacho.
Delimitacion social
Este trabajo tiene como propdsito brindar alternativas de prevencion y

tratamiento, efectivo, a bajo costo y facilmente accesible a la
poblacién y poder asi conservar la salud de una forma natural.

1.3 Formulacién del problema.

131

Problema principal

¢ Presentara actividad antiinflamatoria el extracto seco de las hojas de

Psidium guajava L. “guayaba”, in vitro?



1.3.2 Problemas secundarios

>

>

>

>

>

>

¢ Presentara actividad antiinflamatoria el extracto seco de las hojas
de Psidium guajava L. “guayaba” al 31,25ug/ml, in vitro?

¢ Presentara actividad antiinflamatoria el extracto seco de las hojas
de Psidium guajava L. “guayaba” al 62,5ug/ml, in vitro?

¢ Presentara actividad antiinflamatoria el extracto seco de las hojas
de Psidium guajava L. “guayaba” al 125ug/ml, in vitro?

¢ Presentara actividad antiinflamatoria el extracto seco de las hojas

de Psidium guajava L. “guayaba” al 250ug/ml, in vitro?

¢ Presentara actividad antiinflamatoria el extracto seco de las hojas

de Psidium guajava L. “guayaba” al 500ug/ml, in vitro?

¢Presentara actividad antiinflamatoria el extracto seco de las hojas
de Psidium guajava L. “guayaba” al 1000ug/ml, in vitro?

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la actividad antinflamatoria del extracto seco de las hojas

de Psidium guajava L. “guayaba”, in vitro.

1.4.2 Objetivos especificos

>

Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto seco de las

hojas de Psidium guajava L. “‘guayaba” al 31,25ug/ml, in vitro.



> Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto seco de las

hojas de Psidium guajava L. “‘guayaba” al 62,5ug/ml, in vitro.

> Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto seco de las

hojas de Psidium guajava L. “‘guayaba” al 125ug/ml, in vitro.

> Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto seco de las

hojas de Psidium guajava L. “‘guayaba” al 250ug/ml, in vitro.

> Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto seco de las
hojas de Psidium guajava L. “‘guayaba” al 500ug/ml, in vitro.

> Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto seco de las
hojas de Psidium guajava L. “guayaba” al 1000ug/ml, in vitro.

1.5 Hipotesis

1.5.1 Hipétesis general

El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”

presenta actividad antiinflamatoria in vitro.

1.5.2 Hipotesis secundariaa

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” al

31,25ug/ml presenta actividad antiinflamatoria in vitro.

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” al

62,5ug/ml presenta actividad antiinflamatoria in vitro.

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” al
125ug/ml presenta actividad antiinflamatoria in vitro.



» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” al

250pg/ml presenta actividad antiinflamatoria in vitro.

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” al

500ug/ml presenta actividad antiinflamatoria in vitro.

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” al

1000pg/ml presenta actividad antiinflamatoria in vitro.

1.5.3 Identificacion y clasificacion de variables e indicadores

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE

ASPECTOS O
DIMENSIONES

INDICADORES

INDEPENDIENTE

Concentraciones del
extracto seco de las
hojas de guayaba

Concentraciones de
los extractos 31.25,
62.5, 125, 250, 500,
1000 pg/mL.

DEPENDIENTE

Actividad
antiinflamatoria in vitro
del extracto seco de las

hojas guayaba.

Absorbancia

1.6 Disefio de la investigacion

1.6.1 Tipo de investigacion

e Experimental

e Transversal
e Prospectivo

e Aplicada

10




1.6.2

1.6.3

Nivel de investigacion

e Explicativo

Método

Este estudio evalud la actividad antiinflamatoria del extracto seco de
las hojas de guayaba, el cual se utilizé el método indirecto in vitro
descrito por Chatterjee P, et al, que consistidé en la inhibicion de la
desnaturalizacion de proteinas de la albumina de huevo inducida por

calor, frente al diclofenaco sé6dico como farmaco de referencia.

1.7 Poblacion y muestra

171

1.7.2

Poblacién

Plantas de Psidium guajava L. “‘guayaba” que crece en la localidad de
Andahuasi, Distrito de Sayan Provincia de Huaura, Departamento de

Lima ubicado entre los 584 msnm.

Muestra

Se recolecté 1kg de hojas frescas de Psidium guajava L. “guayaba”
de una edad aproximadamente de 7 afos, de la localidad de

Andahuasi, Distrito de Sayan Provincia de Huaura, Departamento de

Lima.

11



1.8 Técnicas e instrumentos

1.8.1 Técnicas

1811

1812

1813

1814

Recoleccion

Para la recoleccion de las hojas frescas de Psidium guajava L.
“‘guayaba”, estas se colectaron en la localidad de Andahuasi,

distrito de Sayan, Provincia de Huaura.

Selecciodn

Luego de colectar las hojas frescas de Psidium guajava L.
“‘guayaba” se procedioé a separar las hojas que se encontraron sin
ningun signo de contaminacion o infeccion, es decir, aquellas hojas
en buen estado fisico, eliminando ramas u otros elementos

extrafios para lavarlas y proceder al secado.?

Desecacion

Previamente para secar las hojas de guayaba se lavaron con agua
destilada para que estén limpias del polvo, seguido se procedio a
desecarlas utilizando el sistema de calor artificial en la estufa. Las

hojas fueron sometidas a 50°C durante 5 horas.?*

Trituracion

Es importante tener un grado de trituracion ideal puesto que ello va
a permitir aumentar la superficie de contacto de la planta y el
disolvente durante el proceso de extraccion. Para ello se utilizd un
molino con platos domésticos (marca Corona), se realizé

trituraciones contintas hasta que se obtuvo un pulverizado fino y

12



1815

1816

uniforme. Este a su vez se almacend en un frasco de vidrio para su

posterior uso.?*

Obtencion del extracto seco

» Se pes6 50g de droga vegetal (hojas) de Psidium guajava L.
“‘guayaba” debidamente secado a un grado de pulverizacién,
este coloco en un frasco ambar de contenido suficiente.

» Seguido se afadié 350ml del disolvente alcohol de 70°, se cerro
y se agito vigorosamente.

> Luego se procedi6 a la maceracion por 7 dias realizando
movimientos esporadicos para facilitar el proceso de extraccion
en dicho periodo, a su vez este se conservé en un lugar fresco,
seco Y lejos de la luz solar.?*

» Pasado este periodo se filtré y la solucion resultante se colocé
en la estufa a una temperatura de 50C° durante 7 dias para
eliminar el solvente, pasado dichos dias se obtuvo el extracto

seco deseado.19:24

Marcha de Solubilidad

» Para realizar la prueba de solubilidad, se pesaron 500mg del
extracto seco de las hojas de guayaba.

» Seguido se colocaron en los 9 tubos de ensayo y se agrego 1 6
2 ml del solvente de diferente polaridad, como: agua destilada,
metanol, acetona, cloroformo, etanol al 70°, benceno, acetato de
etilo, éter de petrdleo y éter etilico, luego se agit6 y se

observaron los resultados.

13



1817 Marcha fitoquimica

Se realiz6 las pruebas quimicas preliminares al extracto
hidroalcohdlico de las hojas de guayaba siguiendo el método
descrito por Sangeetha et al*, para determinar la presencia de
metabolitos secundarios por medio de reacciones de coloracion y
de precipitacion con el empleo de reactivos establecidos y
estandarizados.

a. ldentificacion de carbohidratos

» Prueba de fehling

A un 1ml del extracto, se afiadi6 1 ml de cada una de las
soluciones del reactivo Fehling A y B, estas fueron
calentadas en bafio de agua hirviendo durante 2 minutos. Se
observé el cambio de color, un precipitado rojo indicé la

presencia de azucar.*

» Prueba de barfoed

A 1 ml de extracto, se agregé 1 ml de reactivo de Barfoed,
esta preparacion se calenté en agua hirviendo durante 2
minutos. ElI cambio de color fue observado, un precipitado

rojo indic6 la presencia de azucar. 4

» Laprueba de benedict

A 1 ml de extracto, se agrego 1 ml de reactivo de Benedict.
La mezcla se calentdé en agua hirviendo durante 2 minutos.
Se observo el resultado, un precipitado rojo que sefiala la

deteccion de azlcar. 4
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b.

Identificacidon de fenoles

» Prueba de acetato de plomo
Se agregdo a 1 ml de extracto un volumen igual de agua
destilada y del reactivo acetato de plomo a un 10%. Un
precipitado voluminoso de color blanco sefialo la deteccion
de fenoles. 4

Deteccidén de taninos

» Prueba de cloruro férrico
Se agreg6 a 1 ml de extracto un 1ml de agua destilada y se
le adicion6 unas pocas gotas de solucién neutra de cloruro
férrico al 5%. La formacién del color azul verdoso sefal6 la
deteccion de taninos. 4

Identificacién de flavonoides

A 1 ml de extracto se tratd con solucion de hidroxido de

amonio. La fluorescencia amarilla indic6 la presencia de

flavonoides. 4

Identificacién de saponinas

Se afiadio a 1ml de extracto 1 ml de agua destilada, seguido se

realiz0 agitaciones durante 5 minutos. La formacion de espuma

de 1 cm indicd la presencia de saponinas. 4
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f.

Identificacidon de glucdésidos

» Prueba legal

A 1 ml de extracto se agregaron cloroformo (1ml) y solucion
de amoniaco 10% (1ml). La formacion de color rosa indicé la

presencia de glucésidos. 4

Deteccidn de terpenoides

A 1 ml de extracto se agregé cloroformo (1 ml) vy
cuidadosamente se afiadi6 0.5ml de acido sulfdrico
concentrado. La formacion de color rojo marron en la interfaz

indicé la presencia de terpenoides. *

Deteccion de alcaloides

Se mezclaron 2 ml de extracto con 2 ml &cido clorhidrico, luego
se filtraron y fueron probados cuidadosamente con los diversos

reactivos alcaloides como:

» Prueba de mayer

Se le afiadié a 1 ml del filtrado unas gotas de la solucién de
Mayer. Un precipitado de color cremoso o blanco indicé la

prueba como positiva. 4

» Prueba de wagner

Se le afiadié a 1 ml del filtrado unas gotas de la solucién de
Wagner. El cambio de color fue observado, un precipitado de

color marrén rojizo se confirmé la prueba como positiva. *
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» Prueba de dragendorff
A 1 ml de filtrado se afiadié 1 ml de reactivo de Dragendorff.
El resultado fue observado, un precipitado amarillo
prominente confirmé la prueba como positiva.

i. Identificacion de esteroides

A 1 ml de extracto se afiadié un volumen igual de cloroformo y

se agregl algunas gotas de acido sulfurico concentrado. La

apariencia del anillo marrén indicé la presencia de esteroides. 4

j. ldentificacion de cumarinas

A 1 ml de extracto de afadi® 1ml de NaOH al 10%. La

formacion de color amarillo indicé la presencia de cumarinas. *

k. Identificacion de quinonas

A 1 ml de extracto se afadié acido sulflrico concentrado. La

formacién del color rojo indicé la presencia de quinonas. 4

1818 Evaluaciéon de la actividad antiinflamatoria in vitro

% Preparacion de la solucion salina tamponada con fosfato
(PBS)

a) Preparacion del acido clorhidrico 1M (HCL 1M)

» Se prepar6 100ml de é&cido Clorhidrico 1M (HCI 1M),

previamente se coloco en un vaso precipitado agua destilada.
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> Luego se agrego 8.62ml de HCI concentrado y se completo el

volumen de 100ml con agua destilada.?®

b) Preparaciéon del PSB

> Se preparé 250ml de solucion salina tamponada con fosfato,

para ello se pesaron las siguientes sales segun la tabla 1:

Tabla 1. Preparacion de la Solucién salina tamponada con fosfato

(PBS)
Sales Volumen 250ml
NaCl 2.015¢g
KCI 0.055 ¢
NazHPO4 0.2875¢
KH2PO4 0.05¢

» Seguido se afiadio las sales en un vaso precipitado apropiado
para la capacidad del volumen de la solucién y se agrego el
volumen de agua destilada requerido para diluir las sales.

» Luego se ajusto el pH a 6.4 con HCI 1M gota a gota utilizando

para ello una pipeta pasteur.?®
% Procedimiento de la actividad antiinflamatoria in vitro
a) Preparacién de las muestras
» Se prepar6 diluciones de 100ml de extracto seco
hidroalcoholico a las diferentes concentraciones: 31.25, 62.5,
125, 250, 500, 1000 pg/ml; para ello se pesé la cantidad

adecuada del extracto seco y se diluyé con el alcohol de 70°

para cada concentracion, segun la tabla 2:
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Tabla2. Preparacion de las concentraciones del extracto seco

hidroalcohdlico de Psidium guajava L. “guayaba”

Concentracion Extracto seco (g) | Solvente csp (ml)
31.25 ug/ml 0,0031 g 100 ml
62.5 ug/mi 0,0063 g 100 mi
125 pg/mi 0,0125¢g 100 mi
250 pg/mi 0,025¢g 100 mi
500 pg/ml 0.05¢ 100 ml
1000 pg/ml 0.1g 100 ml

» Seguido se prepard 5 muestras por cada concentracion.

» Cada muestra estaba conformada por una mezcla de reaccién
(5 ml) que consisti6 en:

e 0,2 ml de albumina de huevo (de huevo de gallina fresco),

e 2,8 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH
6,4)y

e 2 ml de las diferentes concentraciones de las disoluciones
del extracto seco hidroalcohdlico de las hojas de guayaba,
31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 ug/ml.

» Luego las mezclas de reaccion preparadas se incubaron a 37
+ 2° C durante 15 minutos y seguidamente se calentaron en la
estufa a 70° C durante cinco minutos.

» Después se dejo enfriar en condiciones ambientales de
laboratorio y se midi6 la turbidez de estas soluciones
utilizando un espectrofotometro de doble haz UV/visible a una

longitud de onda de 660 nm.*°
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b) Control

» Se tom6 como control el disolvente alcohol de 70° y se
procedi6 a medir su absorbancia utilizando un
espectrofotometro de doble haz UV/visible a una longitud de
onda de 660 nm. EI control representa el 100% de

desnaturalizacién de proteinas.'®

c) Preparacién del farmaco de referencia

> Se prepar6 diluciones de 100 ml de diclofenaco sédico a
diferentes concentraciones: 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000
Mg/ml; para ello se peso la cantidad adecuada de diclofenaco
sédico y se diluyé con el alcohol de 70° para cada

concentracion, segun la tabla 3:

Tabla 3. Preparacion de las diferentes concentraciones del

Diclofenaco sodico

Concentracion Diclofenaco Sédico | Solvente csp
(9) (ml)
31.25 ug/ml 0,0031 ¢ 100 ml
62.5 ug/mi 0,0063 g 100 ml
125 pg/mi 0,0125 g 100 ml
250 pg/mi 0,025g 100 ml
500 pg/mi 0.05¢g 100 ml
1000 pg/mi 0.1¢ 100 ml
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» Luego se prepararon 5 muestras por cada concentracion.

» Cada muestra estaba conformada por una mezcla de reaccion
(5 ml) que consistio en:

e 0,2 ml de albumina,

e 2.8 ml de solucion salina tamponada con fosfato y

e 2ml de las concentraciones de diclofenaco sédico, como
farmaco de referencia.

» Seguido se incubaron a 37 + 2° C en la estufa durante 15
minutos y seguidamente se calentaron a 70° C durante cinco
minutos.

» Se dejo enfriar y se midio la turbidez de estas utilizando un
espectrofotometro de doble haz UV/visible a una longitud de

onda de 660 nm.1?
d) Célculo para el porcentaje de inhibicién
» El porcentaje de inhibicion de la desnaturalizacion proteica o
precipitacion (estabilizacion de la proteina) se calculdé sobre
una base porcentual relativa a los controles de la siguiente
manera:
% | =100 x [Vt/Vc - 1]

Donde:

Vt = Absorbancia de la muestra de prueba.

V¢ = Absorbancia del control.
» Se obtuvo los resultados de cada concentracion del extracto

seco y del farmaco de referencia y se procedio a realizar las

comparaciones estadisticas.®
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1.8.2 Instrumentos

Se registraron las medidas de absorbancia en la ficha de los datos
recolectados. (ANEXO 03)

1.9 Justificacién

1.9.1 Justificacién

En la actualidad la medicina natural tiene un alto impacto en la
poblacion debido a que muchas plantas medicinales poseen
propiedades curativas y preventivas, ademas se estan descubriendo
agentes bioldgicos de origen natural que presentan propiedades
antiinflamatorias con baja incidencia de efectos secundarios, muy

efectivas y seguras al ser utilizadas por la poblacion.

Asimismo, investigaciones a nivel internacional y nacional demuestran
qgue las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” posee propiedades

antiinflamatorias.

Este presente estudio estd enfocado en la investigacion de la
actividad antiinflamatoria in vitro del extracto seco de las hojas de
Psidium guajava L. “guayaba”, lo que ademas permiti6 afianzar
nuestros conocimientos y cumplir con el objetivo de ofrecer un
tratamiento alternativo para las enfermedades con proceso
inflamatorio y asi aportar a nuevas investigaciones farmacoldgicas
para la elaboraciéon de fitofarmacos con menos efectos adversos, a

bajo costo y al alcance de la poblacion.
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1.9.2 Importancia

La importancia de esta investigacion consisti6 en demostrar la
actividad antinflamatoria del extracto seco de las hojas de Psidium
guayava L. “guayaba”, por el método de desnaturalizacion de
proteinas segun Chatterjee P, et al, y asi demostrar mediante este
modelo de evaluacion a nivel local la actividad antinflamatoria in vitro
de los principios activos presentes en el extracto seco de las hojas

frescas de Psidium guayava L. “guayaba”.

Dada la importancia de las plantas medicinales y el creciente
potencial que tienen en sus posibles usos; mediante este trabajo de
investigacion se pretendié contribuir al tratamiento natural de las
enfermedades con procesos inflamatorios y asi disponer de
alternativas para la elaboracion de un producto de bajo costo, luego
de confirmada su accion y una posterior formulacion farmacéutica

para ensayos clinicos.

Asimismo, dar a conocer a la poblacion sobre alternativas
terapéuticas eficaces y seguras en sus usos como en las
enfermedades con procesos inflamatorios; ademdas esto permitira
formular nuevos productos naturales sin que existan efectos adversos,
que estén al alcance y acceso los principios activos terapéuticos de

las hojas de Psidium guayava L. “guayaba” a la poblacion.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Fundamentos teoricos de la investigacion

2.1.1 Antecedentes

De la Cruz M, et al, realizaron un estudio en la Universidad Nacional
de la Amazonia Peruana en lquitos en el afio 2017, con el objetivo de
Determinar la actividad antiinflamatoria (AAl) y citotoxica (ACT) in
vitro, de 17 especies vegetales procedentes de la Reserva Comunal
Tamshiyacu-Tahuayo, Arboretum de Jenaro Herrera, Jardin Botanico
de IMET-EsSalud y del INIA — Loreto. Método: Se colect6 el material
biol6gico que consistid en corteza, tallo y/o hojas. Las muestras
fueron secadas, micropulverizadas y con éstas se prepararon
extractos hidroalcohdlicos (7:3), las cuales fueron maceradas por siete
dias; éste fue concentrado en rotavapor y se preparan extractos
acuosos. Para evaluar la AAIl, se prepararon soluciones de 31.25,
62.5, 125.00, 250.00, 500.00, 1000.00 pg/ml, las cuales se incubaron
con albumina, para observar la desnaturalizacion de la misma, para lo

cual se midio la absorbancia en un espectrofotometro UVis a600nm.
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Se utilizo diclofenaco sédico USP como farmaco de referencia.
Obteniendo como resultado y conclusién: las especies con mayor
porcentaje de inhibicion antiinflamatoria fueron: Remijia pedunculata,
Garcinia macrophylla y Dracontium loretense y, con alta actividad
citotoxica fueron: Garcinia madruno, Guazuma ulmifolia y Cajanus

cajan con IC50 < a 10 ug/mL respectivamente. 26

Acostupa F, et al, realizaron un estudio en la Universidad Mayor de
San Marcos, Lima, Perd, en el afio 2017 con el objetivo de:
Determinar la actividad antinflamatoria in vitro de los extractos
etandlicos de Croton lechleri,Chenopodium ambrosioides L.,
Peperomia congona Sodiro y Perezia coerulescens. Material y
Método: Estabilizacion de la membrana de glébulos rojos. Se
emplearon muestras de sangre humana y se evaluaron cuatro
diluciones seriadas, 200, 100, 50 y 10 pg/mL de los diferentes
extractos, se usé una solucion isosalina (0,85%, pH 7,2) como medio
de dilucion, se utiliz6 como farmaco de referencia la dexametasona
(200 ug/mL). Se determinaron los porcentajes de hemodlisis vy
protecciébn de la membrana del glébulo rojo. Obteniendo como
resultado: De que se encontraron diferencias significativas entre los
promedios de porcentajes de proteccién y las concentraciones en el
caso de Ch. ambrosioides L, P. coerulescens y C. lechleri. Se
encontré correlacion lineal entre los porcentajes de proteccion y la
concentracion en el caso de Ch. ambrosioides L, C. lechleri y P.
coerulescens. Los extractos de C. lechleri a 100 y 200 ug/mL; y el
extracto de P. coerulescens a 200 ug/mL no mostraron diferencias
significativas en sus porcentajes de proteccion en comparacion al uso
de dexametasona 200 ug/mL. Se concluye que: Los extractos
etanolicos de P. coerulescens, Ch. ambrosioides L y C. lechleri,
presentan actividad antinflamatoria mediante la inhibicion de la lisis de
la membrana celular en glébulos rojos. En el caso del extracto de C.

lechleri a 100 y 200 ug/mL, asi como el extracto de Ch. ambrosioides
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L a una concentracion de 200 ug/mL, poseen un desempefio similar al

farmaco de referencia (dexametasona).?’

Garcia J, et al, realizaron un estudio en el Instituto Tecnologico de la
Produccién, Perd, en el afio 2017 con el objetivo de: Evaluar la
actividad antiinflamatoria in vitro de los polisacaridos (PCs) del
tegumento de Patallus mollis mediante la prueba de la estabilidad de
la membrana celular del glébulo rojo y la desnaturalizacion de la
albumina. Materiales y métodos. Los especimenes fueron
recolectados en la bahia de Pucusana, se identificaron y los PCs se
extrajeron mediante digestion enzimatica con bromelina (PBr),
papaina (PPa) y pepsina (PPe). Se cuantifico el contenido de
azucares, sulfatos y proteinas totales mediante métodos
colorimétricos. Para la prueba de estabilidad de la membrana, se
prepard una solucion de glébulos rojos [10 % v/v], la cual se mezclé
con PBS, NaCl [0,36%], y PCs [2000— 62.5 pug/mL]. Para la prueba de
la desnaturalizacion de la albumina, la mezcla consistié en suero de
albumina bovina [0,5%] con PCs [2000 — 62.5 pg/mL]. Se utiliz6 como
controles diclofenaco sédico y agua destilada. Los resultados se
analizaron en base a su absorbancia medida en un espectrofotometro
de placas a 420 y 660 nm. Obteniendo como resultados que: Los
PCs presentaron niveles elevados de azlcares y proteinas totales, asi
como presencia de sulfatos totales. Ademas, los PCs demuestran una
capacidad estabilizadora de la membrana, siendo la maxima
presentada por PBr a una concentracion de 62.5 ug/mL. Solo el PPa
presento inhibicion de la desnaturalizacion de albumina inducida por
calor a una dosis de 2000 pg/mL. Se concluye que: Los resultados
sugieren que los PCs tienen actividades antiinflamatorias y son
candidatos potenciales para la formulacion de un ingrediente
alimentario funcional y/o farmaco para tratar enfermedades

inflamatorias.28
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Kariawasam K, et al, realizaron el estudio en la Universidad de
Defensa General Sir John Kotelawala en Sri Lanka, India en el afio
2017, con los objetivos de Evaluar los componentes fitoquimicos y
las propiedades antiinflamatorias del extracto acuoso de las hojas
liofilizadas de la variedad de Psidium guajava L. La investigacion
fitoquimica se realizod con pruebas cualitativas estandar y se revelo6 la
presencia de terpenoides, alcaloides, carbohidratos, flavonoides,
taninos, fenoles, glucdsidos y proteinas. Método: La actividad
antiinflamatoria fue determinada por dos modelos in vitro; inhibicion de
la desnaturalizacion inducida por calor (que es un indice de actividad
antiinflamatoria) de la albumina de huevo y la albumina de suero
bovino. Obteniendo como resultados que: El porcentaje de inhibicion
de la desnaturalizacion de la albumina de huevo (R2 = 0,612, p =
0,01) y albumina de suero bovino (R2 = 0,621, p = 0,01) dependian de
la dosis. Se observo la maxima inhibicion a 125 pyg/ml (CI50 = 15,625
pg/ml) para la albumina de huevo y a 500 ug / ml (IC50= 50 pg/ml)
para la albumina de suero bovino. El efecto antiinflamatorio obtenido
en la prueba de desnaturalizacion de la seroalbumina bovina fue
comparable con diclofenaco sédico y en la prueba de
desnaturalizacién de la albumina de huevo fue aproximadamente 30
veces mayor que el medicamento de referencia. Se concluye que: El
extracto acuoso de hoja de la variedad de Psidium guajava L.
provenientes de Sri Lanka posee una marcada actividad

antiinflamatoria in vitro y este es un hallazgo novedoso.?°

Kabdal M, et al, realizaron un estudio en la Universidad de Kumaon
en la India en el afio 2016, con el objetivo de evaluar la actividad
antiinflamatoria in vitro del extracto de las hojas de Callistemon
citrinus mediante el uso de la técnica de inhibicion de la
desnaturalizacion de la albumina. Método: Los diferentes extractos,
es decir, cloroférmico, extracto etandlico y acuoso se utilizaron para la

incubacién con la albumina huevo en diferentes concentraciones en

27



condiciones experimentales controladas y sometidos a la
determinacion de su absorbancia para asi evaluar la actividad
antiinflamatorio. Se usé como medicamento de estandar/referencia el
Diclofenaco sddico. Obteniendo como resultado que: las diferentes
concentraciones del extracto mostraron inhibicion en la
desnaturalizacion de proteinas. El efecto del medicamento estandar
(diclofenaco sodio) fue menor en comparacién con el extracto de
prueba. Se concluye que: Del estudio se puede deducir que los
diferentes extractos de Callistemon citrinus poseen una marcada
actividad antiinflamatoria in vitro, el extracto acuoso posee mayor
actividad que la muestra cloroférmica, etandlica y el estandar
(diclofenaco sodio) en contra de la desnaturalizacién de la proteina. El
efecto razonablemente es debido al contenido de terpenoides y de

flavonoides presentes en el extracto.3°

Chatterjee P, et al, realizaron un estudio en la Escuela Tecnoldgica
de Bengala en la India en el afio 2012, cuyos objetivos fueron
evaluar y comparar los efectos antiinflamatorios de extractos acuosos
de las hojas de té verde y té negro (Camellia sinensis) en contra de la
desnaturalizacion de la proteina in vitro. Método: Los extractos de
prueba de diferentes concentraciones se incubaron con albamina de
huevo en condiciones experimentales controladas y sometidos a la
determinacibn de absorbancia para evaluar la propiedad
antiinflamatoria. Se utiliz6 diclofenaco sodico como farmaco de
referencia. Obteniendo como resultado que: Ambos extractos de té
mostraron una inhibicion dependiente de la concentracion de la
desnaturalizacion de la proteina (albumina). Se concluye que: Los
hallazgos actuales de las hojas de té verde como las de té negro
poseen un marcado efecto antiinflamatorio contra la desnaturalizacion
de la proteina, in vitro. Se descubrié que el té verde era mas activo
gue el té negro, posiblemente debido al contenido mas alto de

flavonoides del té verde.®
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2.1.2 Bases teoricas

2121 Psidium guajaval. “guayaba”

A)

B)

Descripcion botanica

La planta de Psidium guajava L. pertenece a la familia
Mirtacea, es un arbol duradero, y se caracteriza por alcanzar
una altura promedia entre 3 y 7 metros; el tronco mide hasta 30
cm de diametro, su corteza es de color marrén o gris-verdoso,
tiene delgadas escamas que se desprenden, sus hojas son
elipticas y oblongas de 4 a 12 cm de largo por 3.5-4.5 cm de
ancho, sus nervaduras son prominentes en el dorso con una
superficie cubierta con pelos muy finos; sus pedunculos
axilares tienen de 1-3 flores con una superficie vellosa, su caliz
estd rodeado por la yema, sus pétalos de color blanco miden
de 1.5-2cm; sus l6bulos del caliz miden de 1-1,5cm y estan
unidos al botdn; su fruto (guayaba) tiene una forma parecida al

de la pera de color amarillo que mide de 3 a 6cm de diametro.?*

Ubicacion taxondmica

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Psidium
Especie: Psidium guajava L.
NOMBRE Vulgar: “guayaba”
Ver Anexo N° 2
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C)

D)

Habitat

El género Psidium alcanza cerca de un centenar de especies
de América tropical y neotropical. Psidium guajava es oriunda
de América tropical, probablemente segun estudios informan
del sur de México o del Amazonas colombiano, desde donde
se habria extendido. Asimismo, se han descubierto restos de
esta especie en antiguos cementerios del Pertd (Ancon,
Gallinazo, Viru, Ocucaje, etc). En la actualidad se encuentra en
la naturaliza expandido en regiones tropicales y subtropicales
del mundo, llegando hasta los 1200-1800 metros de altura,
cultivindose en mayor cantidad en regiones templadas con
temperaturas intermedias como en Europa. Existen mas de 90
clases, estando al maximo de producciéon concentrada en los
paises como la India, Brasil, Colombia, Cuba, Hawai, Puerto

Rico, Estados Unidos, Cuba y México.?*

En el Perd se distribuye en la region costa, sierra baja y

Amazonia llegando hasta 3000msnm.?*

Composicion quimica

Hoja: estan presentes los taninos (9-10%), aceite esencial (0,1-
0,3%) es rico en cariofileno, nerolidiol, B-bisaboleno,
aromadendreno, p-selineno, a-pineno 'y  1,8-cineol;
triterpenoides  (acido  guajavanoico, obtusinina, acido
goreishico), acido oleanico, acido ursélico, acido catecolico,
acido guayavolico, acido malisnico, acido elagico, B-sitosterol,
flavonoides  (avicularina, quercetina-3- O-B-d-glucésido,
quercetina-3-O-a-L-ramnodsido y quercetina-3-Ogentiobiodsido,
quercetina-3-O-a-arabinopirandsido=guayaverina;  morin-3-O-

o-L-lixopiranésido).*
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2122

2123

Raiz: estan presentes los taninos (10-20%)),
leucoantocianidinas, esteroles, cumarinas (amritésidos, acido
galico).?*

Flor: se encuentran las cumarinas, flavonoides (guayaverina,
avicularina, quercetina, quercetina-3-arabinésido), acido
oleanico (triterpeno). 24

Fruto: se encuentran el &cido cinamoico (0.4mg/k), acido-3-
hexenoico (0,2mg/k), polifenoles, taninos, terpenos, glucésidos
esteroidales  (saponinas, bufadiendlidos, cardendlidos),
antraquinonas, pectina (acido-D-galacturénico, D-galactosa y L-
arabinosa) y una mayor cantidad de &cido ascoérbico (en
ocasiones llega a los 400mg/100g de pulpa). 2*

Corteza: estan presentes los taninos elagicos (12-30%)
conformados por casuarinina, estaquicerina, estricnitinina,

hexa-HO-difenilglucosa, casuarina. 2

Actividad farmacoldgica de principios activos

La actividad farmacologica de los principios activos del extracto
acuoso de las hojas, en dosis de 50 a 800 mg/kg, via
intraperitoneal, produjo un efecto antiinflamatorio en ratas Wistar y
analgésico en ratones Balb/c; (ambos efectos son dosis

dependiente).?!

Por otro lado, se report6 actividad antiinflamatoria, en el modelo de

inflamacién aguda inducido por carragenina en ratas Wistar.3?

Importancia de los metabolitos secundarios

Existe un gran numero de metabolitos secundarios con diversas

estructuras quimicas en los diferentes géneros vegetales. Hay que

enfatizar en la importancia de su gran valor medicinal y su uso en
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el tratamiento de enfermedades. Uno de los metabolitos
secundarios que presenta diferentes propiedades terapéuticas para
la salud humana son los polifenoles, estos han sido considerados
como compuestos con gran actividad y capacidad de atraer
radicales libres, ademas que previenen enfermedades como:
cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas y neurologicas. Con
actividades antiinflamatoria, antialérgica, antitrombdtica,

antimicrobiana y antineoplasica.®3

Los fenoles constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
se presentan mas de 8.000 compuestos distintos en diferentes
estructuras quimicas y actividad. A los fenoles se los considera
también como anti nutrientes, por su efecto adverso a los taninos,
gue son uno de sus componentes mayoritarios sobre la

digestibilidad de la proteina.3*

Se ha demostrado en un estudio la presencia de fenoles en la
guayaba, indicando que se ha encontrado quercetina,
leucocianidina, miricetina, apigenina (579.5 mg/kg peso seco),
luteolina, kaempferol; compuestos encontrados en las hojas. La
pulpa tiene gran cantidad de quercetina libre y conjugada, la yema
florar presenta cantidades elevadas de fenoles. La quercetina y la
miricetina constituyen los compuestos mas importantes de la

guayaba por sus altas concentraciones.3®
Inflamacion
A) Definicion
Es un proceso inflamatorio del tejido en respuesta ante una

lesion; esta respuesta de proteccion esta mediada por el

sistema inmune de nuestro cuerpo cuando se ha producido el
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dafio a las células y al tejido vascular por patdgenos
bacterianos u otro agente lesivo de naturaleza quimica, fisica,
mecanica o bioldgica. En la inflamacién juntamente se da inicia
a unos eventos con la finalidad de determinar la reparacion del
tejido dafiado, por este motivo, es considerado como una
respuesta reconstructora; por este motivo el proceso
inflamatorio implica un enorme consumo de energia

metabdlica.

En algunas ocasiones cuando la inflamacion continda y no
resulta la respuesta reparadora, esta se convierte en una
inflamacion crénica que da paso a un padecimiento de
enfermedades degenerativas como artritis, arteriosclerosis y
cancer. En muchas ocasiones suele estar acompafada a una
respuesta de fase aguda o generalizada, esta se caracteriza
por su mayor duracién, un aumento en la infiltracion de células
polimorfonucleares, destruccion del tejido conjuntivo y para el
proceso de reparacién consta de la propagacion de vasos
sanguineos y la produccion de fibrosis. Los signos que se
presentan en la inflamacion estdn determinados por un cuadro
clinico como la sensacion de incomodidad, alteracion del perfil
de las proteinas plasmaticas, fiebre y diversos elementos
implicados como células circulantes. La inflamacion aguda local
en particular induce a una reaccion biolégica que podria ser
generalizada llamada «sindrome de respuesta inflamatoria
sistétmica» que en escena produciria reacciones que no
podrian ser controladas originando la llamada «inflamacion
maligna», lo que traeria como consecuencia a un fracaso
funcional de todos los 6rganos y sistemas de nuestro cuerpo
generando un fracaso multiorgdnico y como consecuencia la

muerte del individuo.3¢
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Figura 1. Proceso de inflamacion

B) Fases de lainflamacién

De manera reducida podemos fragmentar la inflamacion en

cinco periodos:

1. Liberacion de mediadores. Son moléculas y gran mayoria
de ellas, de organizacién elemental que son liberadas o
sintetizadas por el mastocito bajo la accion de
determinados estimulos.

2. Efecto de los mediadores. Al ser liberadas, estas moléculas
producen alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos
gue favorecen la llegada de moléculas y células inmunes al
foco inflamatorio.

3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco
inflamatorio. Estas provienen en gran mayoria de la sangre,
aunque en ocasiones de la misma manera salen de zonas

proximas al foco inflamatorio.
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4. Regulaciéon del proceso inflamatorio. Como se comprende
la mayoria de las respuestas inmunitarias, el fendmeno
inflamatorio estd comprendida por una serie de
componentes inhibidores enfocados a concluir o balancear
el proceso.

5. Reparacion. Fase instituida por fendmenos que van a
establecer la regeneracion total o parcial de los tejidos
danados por el agente lesivo o por la propia respuesta

inflamatoria.3’

C) Mastocito

Los mastocitos promueven una amplia gama de respuestas
inflamatorias localizadas y sistémicas. Su implicacion en
reacciones inflamatorias inmediatas y crénicas en sitios locales
y distales apunta a una capacidad inmunorreguladora
extraordinariamente poderosa con versatilidad espacial vy
temporal. Los mastocitos se encuentran preferentemente cerca
de vasos vasculares y linfaticos. Al activarse, experimentan una
respuesta secretora bifasica que implica la liberacién rapida de
mediadores vasoactivos prealmacenados seguidos por los
productos sintetizados de novo. Muchas acciones de los
mastocitos estan relacionadas con su capacidad para regular el
flujo y la permeabilidad vascular y para la incorporacion de
diversas células inflamatorias de la vasculatura en los espacios
inflamatorios. Estos mediadores a menudo trabajan de manera
aditiva y logran sus efectos inflamatorios localmente al actuar
directamente sobre el endotelio vascular y linfatico, pero
también pueden afectar los sitios distales. El papel central del
eje de las células mastocitos endoteliales en la homeostasis

inmunitaria se enfatiza por el hecho de que algunos de los
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tratamientos actuales mas eficaces para los trastornos

inflamatorios estan dirigidos a interferir con esta interaccion.3®

D) Mediadores quimicos

1. Mediadores de origen celular:

» Mediadores preformados en granulos secretores:

Estos granulos son sintetizados en el interior de los
granulos de los mastocitos para que después estos sean
secretados en los tejidos dafiados en el foco inflamatorio.
Las aminas vasoactivas constituyentes son la histamina y
serotonina, estas son liberadas al inicio de la inflamacion.
La histamina, es un mediador de origen celular formado en
el interior de los mastocitos y que estdn en el tejido
conectivo adyacente a los vasos sanguineos,

conjuntamente con los basoéfilos y plaguetas de la sangre.3°

Este mediador se libera por degranulacidon en respuesta a:

a. lesion fisica (frio o calor);

b. reacciones alérgicas,

c. Liberacibn de fragmentos del complemento
denominados anafilotoxinas (C3a y C5a)

d. proteinas liberadoras de histamina derivadas de los

leucocitos,

e. neuropéptidos y

citocinas (IL-1, IL-8).

Asimismo, se tiene en cuenta que las principales funciones
de la histamina intervienen en la dilatacion de las arteriolas,

incrementando la permeabilidad de las vénulas y
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estimulando las células endoteliales que se encuentran

proximas al sitio de inflamacion.3°

Mediadores de nueva sintesis:

Son moléculas con 20 C que son producidos por el acido
araquiddnico tales como: prostaglandinas, leucotrienos y
lipoxinas, y son biosintetizados por dos tipos de enzimas:
ciclooxigenasa (que forma las prostaglandinas vy
tromboxanos), lipooxigenasa que origina lipoxinas (para
formar los &cidos monohidroeicosa etranoico vy
dihidroeicosatetranoico) y leucotrienos. También se
encuentran las prostaglandinas, que proceden de los
mastocitos, macréfagos y células endoteliales que
participan en las reacciones vasculares y sistémicas de la
inflamacion, estas se forman por la accion de dos
ciclooxigenasas, COX-1 que es la forma constitutiva puesto
gue esta se encuentra en todas las células del organismo y
la COX-2 que es la forma inducible debido a moléculas
inflamatorias como citoquinas, factores de crecimiento u
otros, estas se encuentran en algunas células de nuestro
organismo, esta participa completamente iniciando el
proceso inflamatorio; las prostaglandinas mas importantes

producidas por estas enzimas en la inflamacién son las:

- PGE2, PGD2: que induce el vaso y broncodilatacion,
inhiben ademas la funcion de las células inflamatorias.

- PGF2a: participando en el estimulo delvasoy
broncoconstriccion.

- PGI2: que ademas del vaso y broncodilatacion, inhibe
la funcion de las células inflamatorias.

- TxA2: induce vasoconstriccion.3®
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2. Mediadores de origen plasmaético

Estos mediadores son producidos a nivel hepético y aparecen
en la circulacion cuando ocurre un dafio endotelial, tras ser
originados estos se muestran como precursores inactivos que
se deben activar, a través de una sucesion de escisiones
proteoliticas donde van adquirir propiedades bioldgicas.
Asimismo, estos fendmenos de la respuesta inflamatoria son
mediados por proteinas plasmaticas que corresponden a tres
sistemas afines: el sistema de complemento quien activa la
cascada de coagulacion, la cinina y los sistemas de
coagulacion que es responsable de producir la trombina, todo

esllo induce a un incremento de la permeabilidad vascular.3®

2125 Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), son un grupo de
farmacos muy utilizados puesto que tienen muchas propiedades
farmacoldgicas como antiinflamatorias, antipiréticos y analgésicos,
es por ello que se usan en el tratamiento del dolor y la inflamacién,
ademas son utiles en enfermedades con proceso inflamatorias
degenerativas, asimismo en nuestra actualidad ha mostrado tener
efecto de prevencién del cancer de colon. En la poblacion su uso
es muy extendido, con frecuencia tiene un alto nivel de prescripcion
y como también se consiguen sin prescripcion médica, esto
ocasiona a que haya un incremento de casos de riesgo de

aparicion de reacciones adversas.*°

Todos los compuestos de esta categoria, que incluyen la clase de
inhibidores con una alta selectividad a la COX-2, comprenden un
grupo quimicamente heterogéneo de sustancias, a menudo sin

relacion quimica alguna (aunque muchos de ellos son acidos
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organicos), pero que esta complejidad le concede propiedades
farmacocinéticas, a pesar de ello, participan en algunas acciones
terapéuticas como aliviar el dolor, la fiebre, la inflamacion, asi como

en la presencia de los efectos adversos.*

» Mecanismo de accion.

La importante accion terapéutica de los AINES esta mediada
por su capacidad de inhibicion frente a la sintesis de
prostaglandinas.

La primera isoenzima en la via de sintesis de dichos
intermediarios es la sintasa de prostaglandina G/H, llamada
también ciclooxigenasa o COX, enzima que convierte el &cido
araquidénico (AA) que se encuentra en la membrana
produciendo los productos intermediarios inestables PGG:2 y
PGH: esta experimenta otros cambios posteriores en su
trayecto produciendo las prostaciclinas como PGD2, PGEz,
PGF2, PGIlz2, y por ultimo culminan con la produccion de
tromboxano Az (TXAz).4?

2126 Diclofenaco

El diclofenaco deriva de un acido organico débil como el acido
fenilacético, es un poderoso farmaco y se utiliza ampliamente como
analgésicas y antipiréticas, asimismo en el tratamiento de
enfermedades con proceso degenerativo, en cuanto a su
farmacocinética esta se absorbe de manera rapida y completa; en
el plasma sanguineo alcanza concentraciones maximas en un
tiempo de 2 a 3 horas. El efecto de primer paso es de 50 %; esta
se une largamente a las proteinas plasmaticas en un 99 % y su
tiempo de vida media en el plasma sanguineo es de unas 2 horas.

Se acumulan en el liquido sinovial y su metabolismo se da en el
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higado por accion de la isoenzima del citocromo P-450, el para 4-
hidroxidiclofenaco es el metabolito principal del metabolismo de
excrecion y de otros componentes como grupos hidroxilados. El
diclofenaco es relativamente no selectivo como inhibidor de la

sintesis de COX.4344

» Generalidades del diclofenaco

1. Indicaciones: Dolor, fiebre e inflamacién

2. Mecanismo de accion: El ya mencionado para todos los
AINES

3. Interacciones: Con A.A.S (acido acetil salicilico) y
fenobarbital disminuyen los niveles séricos. Los efectos
toxicos de ciclosporina, digoxina, metrotexato y litio
disminuyen al administrarse con diclofenaco.

4. Efectos -colaterales: Gastritis, prolonga el tiempo de
hemorragia e inhibe la agregacion plaquetaria. Riesgo de
anemia aplasica o funcionamiento hepatico alterado

5. Contraindicaciones: Sindrome de pdlipos nasales,
angioedema, enfermedad broncoespastica

6. Dosis: 50 - 70 mg cada 8 — 12 horas.*?

2127 Glucocorticoides

Estos farmacos son poderosos antinflamatorios; siguiendo los
aspectos fisiologicos estos, son sintetizados por la corteza
suprarrenal la que produce toda clase de hormonas esteroideas
como: los glucocorticoides; cortisol y corticosterona en la area
fasciculada, los mineralocorticoides aldosterona y
desoxicorticosterona en la area glomerulosa y las hormonas

gonadales dehidroepiandrosterona, adrostenodiona y testosterona
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en la area reticular todas ellas participan en las diferentes

funciones metabdlicas de nuestro cuerpo.*

» Mecanismo de accion: receptores corticoides

Los efectos de glucocorticoides se deben a su interaccion con
dos tipos de receptores nucleares: el receptor glucocorticoide
(GR o de tipo Il de la antigua nomenclatura) y el
mineralocorticoide (MR o de tipo 1) presentan una mayor
similitud estructural pero diferente distribucion en los tejidos y
afinidad por los farmacos. Estas tienen una afinidad por el
receptor MR y segun estudios se demuestra que su afinidad es
superior a la que exhibe por el receptor GR; pero mientras el
GR se localiza de manera abundante en gran mayoria en las
células del organismo, incluso el cerebro, el MR expresa de
manera particular en las células epiteliales del colon las
glandulas salivales y el colén, y en pocas células no epiteliales
de nuestro cerebro y corazon, cabe sefalar especificamente
gue el mecanismo se diferencia en la modificacion proteica en
la transcripcion nuclear de los receptores y por las moléculas

que no tiene igual similitud.*

» Acciones antiinflamatorias e inmunosupresoras.

Se sabe que los farmacos como los glucocorticoides poseen
efectos potentes y eficaces, ejercen acciones antiinflamatorias
a causa de diferentes agentes bioldgicos, quimicos y fisicos;
estas actuan inhibiendo muchas manifestaciones como signos
y sintomas cuando ocurre el proceso de inflamacién, asi como
también las manifestaciones tardias, por lo tanto, actian
disminuyendo la inflamaciéon aguda como en los procesos de

cicatrizacion, proliferacion celular y en la inflamacion cronica.
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Esto es debido a sus propiedades farmacocinéticas, puesto
gue actuan inhibiendo la dilatacion vascular, disminuyen la
concentracion de los leucocitos en sitio de inflamacion,
asimismo disminuyen la transudacion liquida y la produccion de
edemas, acortan el exudado celular puesto que aumenta la
concentracion de neutréfilos y reducen el depdsito de fibrina en
sitio de inflamacién. La accion de estos efectos
antinflamatorios, desde un punto de vista farmacolégico se
debe a la dosis, puesto que permite mejorar la biodisponibilidad
al momento de ser administrados y poder obtener una

respuesta terapéutica eficaz.®

: Zonas de inflamacion:
Estomago, intestino, — - Macrofagos

rinon y plaquetas - Sinoviocitos

Figura 2. Mecanismo inicial de la inflamacion y accion de los AINES

y glucocorticoides.
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2128 Método parala determinacion de la actividad antiinflamatoria

in vitro

La desnaturalizacion de las proteinas tisulares es una de las
causas bien documentadas en enfermedades inflamatorias y
artriticas. La produccion de autoantigenos en ciertas enfermedades
artriticas puede deberse a la desnaturalizacion de proteinas in vivo.
Al desnaturalizarse la alblumina esta genera una cierta viscosidad
en la solucién (precipitacion de la albimina) y al medir la
absorbancia disminuye la exposicion de los grupos funcionales
cromoforos. En la estabilidad (antidesnaturalizacion) de la albiumina
hay una mayor exposicion de los grupos funcionales cromaéforos y
al medir la absorbancia estas mediran la cantidad de luz absorbida
en la albumina estable, esto indica el aumento de la medida de la
absorbancia; si los extractos naturales disminuyen la
desnaturalizacién de proteinas hay un aumento en la exposicion de
grupos funcionales cromoforos estables, por lo tanto la absorbancia
es mayor, puesto que hay menor desnaturalizacion de proteinas,

mayor estabilizacién y mayor actividad antiinflamatorio.*6:4

Asi mismo esta es la razén principal para proponer el uso de los
efectos de la anti desnaturalizacion (estabilizacion) in vitro de la
albumina sérica bovina (inmunogénica) tratada con calor como
ensayo. Cuando la albumina de suero bovino es calentada y
sometida a un proceso de desnaturalizacion, expresa antigenos en
relacion con la reaccién hipersensibilidad de tipo Ill, relacionada a
su vez con enfermedades tales como la enfermedad del suero, la
glomerulonefritis, la artritis reumatoide, y el lupus sistémico y
eritematoso. De este modo, el ensayo que aqui proponemos debe
ser aplicable al descubrimiento de medicamentos para el

tratamiento de las enfermedades anteriormente mencionadas y
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otras, una vez que los agentes bioldgicos con propiedades

terapéuticas estabilicen la desnaturalizacion de proteinas.*®

Extractos

A) Definicion

Son preparados vegetales que se obtienen por concentracion
parcial o total de solventes con propiedades extractivas, por

medio de la evaporacion del disolvente.?*

Las preparaciones de los extractos por lo general son de color
oscuro y de aspecto fino, liso y transparente. Los extractos de
color verdoso son elaborados usando solo las hojas de una
sola planta, y esa coloracion es debido a la presencia de
clorofila. Sin embargo, los extractos que son preparados de las
flores, son oscuros al comienzo, pero luego se van aclarando

debido a que la clorofila estéa tiene de oxidarse.?*

Existen importantes métodos para la obtencién de extractos de
plantas como la maceracién, percolacion y soxhlet, sin
embargo, los que son utilizados con mayor frecuencia son la

maceracion y la percolacién.?*

Se tiene en cuenta que la eleccion del disolvente estad en
relacion de la droga y de la solubilidad de los metabolitos

activos.?*
Hoy en dia se puede distinguir diferentes tipos de extractos

segun la concentracion del principio activo en funciéon a la

droga original y seguin su consistencia.?*
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B) Tipos de extractos

» Extractos fluidos

Son extractos propiamente dichos, son preparados liquidos de
extraccion que se obtienen en la extraccion de drogas. Como
liqguidos de extraccion pueden utilizarse mezclas etanol —
agua, que pueden contener determinados aditivos,
constituyendo los principales métodos de extraccion la

percolacién y la maceracién.?*

Los extractos fluidos se alteran facilmente en contacto con la
luz y el aire. Son muy usados para obtener formas liquidas
(jarabes, gotas, elixires, etc.) ya que se manipulan y dosifican

con facilidad.?*

> Extractos blandos

Son preparados altamente viscosos o semisdlidos que se
obtienen de extractos de drogas por evaporacion del liquido
de extraccién. Solamente se encuentra el extracto espeso de

regaliz.?*

Este tipo de extractos son poco estables y por su consistencia
resultan dificiles de manipular, por lo que en la actualidad ya

no se usan.?*

> Extractos secos

Son preparados pulverizados, que se preparan de extractos
de drogas por evaporacion del liquido del extracto, asi

podemos obtenerlos a través de la eliminacion del liquido
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extractivo (generalmente alcohol o mezcla hidroalcohdlica),
hasta sequedad mediante evaporacion continua y controlada,
no siendo ello posible sin la utilizacion de bafio maria debido a
la inminente carbonizacion del extracto, para esto se utiliza un
equipo eléctrico denominado rotavapor, utilizado en
laboratorios dedicados a la investigacion fitoquimica. Consiste
en un balébn en donde se deposita el extracto y esta gira
posteriormente dentro de un bafio de agua a velocidad
continua y temperatura controlada evitando asi el peligro de

carbonizacion del liquido extractivo.?*

Contienen buena concentracion de principios activos y son
preparados bastante estables (aunque en muchas ocasiones
resultan higroscopicos) y de facil manipulacién que se pueden

utilizar incluso para preparar tinturas, extractos fluidos, etc.?*

2.1.3 Definiciéon de términos

» Absorbancia

Cuando un cuerpo es sometido a un haz de luz a una determinada
longitud de onda, este haz de luz atraviesa sobre un cuerpo
transparente, una cantidad de la luz se absorbe y la otra cantidad
del haz de luz restante traspasa el cuerpo. Entonces cuando un
cuerpo absorbe una mayor cantidad de luz, mayor es el valor de su

absorbancia y menor es la cantidad de luz transmitida.*°

» Albumina

Proteina animal y vegetal, constituyente principal de la clara de

huevo, plasma sanguineo y linfatico.%°
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> Antiinflamatorio

Es toda sustancia activa que actua previniendo o disminuyendo la

inflamacion en los tejidos.*°

» Desnaturalizacion de proteinas

Pérdida de la estructura terciaria y cuaternaria de las proteinas por

efecto térmico u otras causas.>?

» Diclofenaco sédico

Es un farmaco antiinflamatorio no esteroide que posee actividades
analgésicas, antiinflamatorias, y antipiréticas. Se usa para tratar
enfermedades degenerativas. Su mecanismo de accién consiste en

la inhibicién no selectiva de la isoenzima ciclooxigenasa.>!

» Espectrofotometro

Es un instrumento utilizado para determinar a qué longitud de onda
la muestra absorbe la luz y la intensidad de la absorcion. Consisten
de una fuente de luz, un selector de longitud de onda, un
contenedor transparente para contener la muestra, un detector de

luz y el Medidor.52

> Extracto

La USP (United States Pharmacopeia) las define como extractos
vegetales que se preparan por concentracion de productos de
origen vegetal frescas o secas, empleando solventes apropiados
gue facilite la separacion de los metabolitos activos y la

evaporacion de la misma.53
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» Inflamacion
Consiste en la respuesta de nuestro sistema inmunolégico ante una
lesion o infeccion ocasionada por agentes bioldgicos, quimicos o
fisicos.3?

» Inhibicion
Es la accion y efecto de inhibir o inhibirse.>*

> In vitro

Es cuando los procedimientos experiméntalos se realizan en un

laboratorioro.®®

> Metabolitos secundarios

Son compuestos bioactivos producidos por las plantas por distintas
vias metabdlicas, actian como mecanismo de defensa, crecimiento
y en la supervivencia de las plantas, poseen la capacidad de
producir actividades farmacoldgicas en el ser humano, por lo tanto,

son usadas con fines terapéuticas.>®

» Psidium guajava L.
Especie que pertenece a la familia Mirtaceae, se distribuye en
zonas tropicales de américa latina, su fruto tiene forma de una

pera, son de color amarillo y verde, la pulpa de color rosado o

amarillo, esta tiene pequefias semillas y de un aroma agradable.
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CAPITULO 1l

PRESENTACION, INTERPRETACION ANALISIS Y DISCUSION DE
RESULTADOS

Presentacién de resultados

Tabla N° 1. Prueba de solubilidad del extracto seco de las hojas de

Psidium guajava L. “guayaba”

Solventes Solubilidad

Agua destilada -

Metanol +++
Etanol de 70° +++
Acetona ++
Eter etilico +

Eter de petrdleo -

Cloroformo +
Benceno +
Acetato de etilo +
Leyenda:

Muy soluble (+++); Soluble (++); Poco soluble (+); Insoluble (-)
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Tabla N° 2. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Psidium guajava L. “guayaba”

Metabolito secundario Prueba Resultado
Fehling +++
Carbohidratos Barfoed ++
Benedict +
Fenoles Acetato de plomo +++
Taninos Cloruro férrico +++
Flavonoides Hidroxido de amonio +++
Saponinas Agua destilada +++
Glucosidos Cloroformo y amoniaco +
Terpenoides ++
Cloroformo y H2SOa4(cc)
Esteroides +++
Mayer ++
Alcaloides Wagner ++
Dragendorff +++
Cumarinas Hidroxido de sodio +
Quinonas H2S0a(cc) -

Leyenda:

Presencia abundante (+++); Presencia moderada (++); Presencia escaza

(+); Presencia no detectable (-)

50




Tabla N° 3. Medidas de absorbancia de las diferentes

concentraciones del extracto seco de Psidium guajava L.

“guayaba” y del diclofenaco sédico

Concentraciones Concentraciones
de las muestras del farmaco de
de Psidium Abs (nm) X referencia, Abs (nm) X
guajava L. diclofenaco
“guajava’” sédico
0.346 0.247
0.358 0.253
31,25 ug/ml 0.356 0.365 31,25 pg/ml 0.262 0.254
0.362 0.257
0.401 0.252
0.469 0.281
0.457 0.292
62.5 ug/ml 0.465 | 0.465 62.5 ug/ml 0.286 | 0.288
0.466 0.291
0.469 0.288
0.568 0.397
0.575 0.391
125 pg/mi 0.572 0.572 125 pg/mi 0.403 0.400
0.571 0.409
0.576 0.399
0.775 0.651
0.776 0.655
250 pg/ml 0.769 | 0.772 250 pg/ml 0.654 | 0.654
0.771 0.652
0.768 0.656
1.209 1.190
1.212 1.202
500 pg/ml 1.213 1.213 500 pg/ml 1.191 1.193
1.216 1.192
1.215 1.189
2.192 1.595
2.185 1.598
1000 pg/ml 2.189 2.191 1000 pg/ml 1.602 1.599
2.196 1.599
2.194 1.603
Control Abs
Alcohol de 70° 0.046
Valores de la medida de la absorbancia y el promedio de las diferentes
concentraciones de las muestras en estudio.
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Tabla N° 4. Actividad antiinflamatoria in vitro del Psidium guajava L.

“guayaba” y diclofenaco sédico contra la desnaturalizaciéon de

proteinas

M‘;?jggade (ﬁg/”rﬁi) % Inhibicion X
31,25 | 652.173013  678.26087  673.913043 686.956522 771.73913 | 692.608696
N 625 | 910565217 893478261 910.869565 013.043478 919.565217 | 911.304348
Psidium 125 | 1134.78261 1150  1143.47826 114130435 1152.17391 | 1144.34783
?uajavaLl; 250 | 1584.78261 1586.95652 1571.73913 1576.08696 1569.56522 | 1577.82609
QUAYabA” 5 252826087 2534.78261 253695652 254347826 2541.30435 | 2536.95652
1000 | 466521739 4650  4658.69565 4673.91304 4669.56522 | 466347826
31,25 | 436.956522 450 460.565217 458.605652 447.826087 | 452.608696
625 | 510.869565 534782609 521.73913 532.608696 526.086957 | 525217391
Diclofenaco | 125 | 763.043478 750 776.086957 789.130435 767.391304 | 769.130435
sédico 250 | 131521730 1323.91304 1321.73913 1317.3913 1326.08696 | 1320.86957
500 | 2486.95652 2513.04348 2480.13043 2491.30435 2484.78261 | 2493.04348
1000 | 3367.3913 3373.91304 3382.6087 3376.08696 3384.78261 | 3376.95652

Valores del porcentaje de inhibicién de la desnaturalizacion de proteinas de las diferentes concentraciones de la

muestra en estudio.

Grafico N°1. Relacion de los valores del porcentaje de Inhibicion de

la desnaturalizacién de proteinas del Psidium guajava L.y
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Tabla 5. Estadistica descriptiva de la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto seco de las hojas de Psidium

guajava L. “guayaba”

95% del intervalo de confianza para la media
N Media Desviacién estandar Error estandar Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior
1,00 5 692,6087 46,05413 20,59603 635,4249 749,7925 652,17 771,74
2,00 5 911,3043 10,69424 4,78261 898,0257 924,5830 893,48 919,57
3,00 5 1144,3478 6,97687 3,12015 1135,6849 1153,0108 1134,78 1152,17
4,00 5 1577,8261 7,74719 3,46465 1568,2067 1587,4455 1569,57 1586,96
5,00 5 2536,9565 5,95351 2,66249 2529,5643 2544,3488 2528,26 2543,48
6,00 5 4663,4783 9,40076 4,20415 4651,8057 4675,1508 4650,00 4673,91
Total 30 1921,0870 1386,63268 253,16333 1403,3098 2438,8641 652,17 4673,91
LEYENDA:

1 = Extracto seco de guayaba 31,25 ug/ml
2 = Extracto seco de guayaba 62,5 ug/ml
3 = Extracto seco de guayaba 125 ug/ml
4 = Extracto seco de guayaba 250 ug/ml
5 = Extracto seco de guayaba 500 ug/ml

6 = Extracto seco de guayaba 1000 ug/ml

En la tabla N° 5, podemos observar que los valores de las medias del porcentaje de inhibicion de las diferentes concentraciones

van incrementando, dichos valores se encuentran dentro de los limites establecidos a un intervalo de confianza del 95% y un
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error relativo del 5% por ello ningun dato se excluye, por ende se aplico estadistica inferencial para comparar y determinar si

existen diferencias significativas de las diferencias de medias de cada extracto estudiado en la actividad antiinflamatoria in vitro.

Tabla 6. Prueba de Levene de la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto seco de las hojas de Psidium guajaval.

“guayaba”
Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
3,390 5 24 ,019
DONDE:

Ho= Las varianzas de los tratamientos aplicados no son homogéneos (P < 0.05)

Hi= Las varianzas de los tratamientos aplicados son homogéneos (P > 0.05)

Tabla N°6, en esta se observa la aplicacion de la prueba de homogeneidad de varianzas; esta prueba estadistica nos permite
determinar si las varianzas de cada tratamiento aplicado son iguales o diferentes estadisticamente. En este cuadro observamos
qgue 0.019<0.05, por lo tanto, las varianzas de los tratamientos aplicados no son homogéneas por ello se rechaza la hipotesis
alterna, esta prueba valida mi hip6tesis nula puesto que se demuestra la eficacia que presentan los extractos secos en las
diferentes concentraciones, por lo tanto, esto indica que existe diferencia significativa entre los grupos tratados. Es importante el
resultado ya que esto nos permitio elegir la prueba estadistica inferencial correspondiente que en este caso sera la prueba
ANNOVA ONE WAY 0 de un factor.
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Tabla 7. Prueba de Anova de la actividad antiinflamatoria in vitro del

extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”

Sumade Media )
gl _ F Sig.
cuadrados cuadratica

Entre grupos 55749884,209| 5 | 11149976,842|27108,408| ,000
Dentro de grupos 9871,456 24 411,311
Total 55759755,664 | 29

DONDE:

Ho= No existe diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados (P > 0.05)

Hi= Existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados
(P <0.05)

Tabla N 7, en esta se observa la aplicacion la prueba ANOVA One Way o de un
factor; esta prueba estadistica nos permite descifrar si existen diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados comparando la media de las
diferentes concentraciones del extracto seco. Al observar el resultado 0.00 <

0.05 se rechaza la hipotesis nula y se afirma la hipétesis alterna, puesto que
existe diferencia significativa en la actividad antiinflamatoria en relacion a las
concentraciones del extractos seco; es decir la comparacion de los promedios
obtenidos demuestran que las diferentes concentraciones del extracto seco
presentan actividad antiinflamatoria, estos son diferenciados puesto que a
medida que aumenta las concentraciones se obtiene una mayor actividad

antiinflamatoria, esto se verifico realizando la prueba de post hoc TUKEY.
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Tabla 8. Prueba de Tukey: comparaciones multiples de la actividad

antiinflamatoria in vitro del extracto seco de las hojas de Psidium guajava

L. “guayaba”

95% de intervalo de

() ) Diferencia de Error sig confianza
CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES medias (I-J) estandar ’ Limite Limite
inferior superior
2,00 -218,69565" 12,82670 | ,000 -258,3549 -179,0364
3,00 -451,73913" 12,82670 | ,000 -491,3984 -412,0799
1,00 4,00 -885,21739" 12,82670 | ,000 -924,8767 -845,5581
5,00 -1844,34783" | 12,82670 | ,000 | -1884,0071 -1804,6885
6,00 -3970,86956" | 12,82670 | ,000 | -4010,5288 -3931,2103
1,00 218,69565" 12,82670 | ,000 179,0364 258,3549
3,00 -233,04348" 12,82670 | ,000 -272,7028 -193,3842
2,00 4,00 -666,52174" 12,82670 | ,000 | -706,1810 -626,8625
5,00 -1625,65217" 12,82670 | ,000 | -1665,3115 -1585,9929
6,00 -3752,17391" | 12,82670 | ,000 | -3791,8332 -3712,5146
1,00 451,73913" 12,82670 | ,000 412,0799 491,3984
2,00 233,04348" 12,82670 | ,000 193,3842 272,7028
3,00 4,00 -433,47826" 12,82670 | ,000 | -473,1375 -393,8190
5,00 -1392,60870" | 12,82670 | ,000 | -1432,2680 -1352,9494
6,00 -3519,13043" | 12,82670 | ,000 | -3558,7897 -3479,4712
1,00 885,21739" 12,82670 | ,000 845,5581 924,8767
2,00 666,52174" 12,82670 | ,000 626,8625 706,1810
4,00 3,00 433,47826" 12,82670 | ,000 393,8190 473,1375
5,00 -959,13044" 12,82670 | ,000 | -998,7897 -919,4712
6,00 -3085,65217" 12,82670 | ,000 | -3125,3115 -3045,9929
1,00 1844,34783" 12,82670 | ,000 | 1804,6885 1884,0071
2,00 1625,65217" 12,82670 | ,000 1585,9929 1665,3115
5,00 3,00 1392,60870" 12,82670 | ,000 | 1352,9494 1432,2680
4,00 959,13044" 12,82670 | ,000 919,4712 998,7897
6,00 -2126,52174" | 12,82670 | ,000 | -2166,1810 -2086,8625
1,00 3970,86956" 12,82670 | ,000 | 3931,2103 4010,5288
2,00 3752,17391" 12,82670 | ,000 | 3712,5146 3791,8332
6,00 3,00 3519,13043" 12,82670 | ,000 | 3479,4712 3558,7897
4,00 3085,65217 12,82670 | ,000 | 3045,9929 3125,3115
5,00 2126,52174 12,82670 | ,000 | 2086,8625 2166,1810

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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LEYENDA:

1 = Extracto seco de guayaba 31,25 ug/ml
2 = Extracto seco de guayaba 62,5 ug/ml
3 = Extracto seco de guayaba 125 ug/mi
4 = Extracto seco de guayaba 250 ug/ml
5 = Extracto seco de guayaba 500 ug/mi
6 = Extracto seco de guayaba 1000 ug/ml

TablA N° 8, en esta se observa la aplicacion de la prueba de TUKEY; esta
prueba estadistica nos permite realizar comparaciones multiples y ademas
determina que medias son estadisticamente heterogéneas, esto permite
verificar que los tratamientos aplicados son diferentes a los demas. En la tabla
adjunta se determina que existen diferencias significativas; es decir que la
actividad antiinflamatoria obtenida a una concentracioén determinada no es igual
a la actividad antinflamatoria de las demas concentraciones, lo que indica que
son diferentes entre si, por ello en el cuadro de subconjuntos de datos se

expondra el resumen de la prueba de TUKEY.
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Tabla 9. Prueba de Tukey: subconjunto de datos de la actividad
antiinflamatoria in vitro del extracto seco de las hojas de Psidium
guajava L. “guayaba”

Subconjunto para alfa = 0.05
CONCENTRACIONES | N
1 2 3 4 5 6
1,00 5 | 692,6087
2,00 5 911,3043
3,00 5 1144,3478
4,00 5 1577,8261
5,00 5 2536,9565
6,00 5 4663,4783
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5.000.

LEYENDA:

1 = Extracto seco de guayaba 31,25 ug/ml
2 = Extracto seco de guayaba 62,5 ug/ml
3 = Extracto seco de guayaba 125 ug/mi
4 = Extracto seco de guayaba 250 ug/ml
5 = Extracto seco de guayaba 500 ug/mi
6 = Extracto seco de guayaba 1000 ug/ml

En la tabla N° 9, se observa que los tratamientos aplicados de las medidas son
significativamente diferentes entre si, es decir todos los extractos secos
presentan diferencias en la actividad antiinflamatoria. Esto permitié concluir que
el extracto seco de Psidium guajava L. “guayaba” de 1000 ug/ml presenta la
mayor actividad antiinflamatorio y que estadisticamente esta significancia sera

diferente a las demas actividades antiinflamatorias presentes.
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Tabla 10. Prueba T de Student de la actividad antiinflamatoria in vitro entre el extracto seco de guayaba y el diclofenaco

sddico, ambos a una concentracion de 31,25 ug/ml

CONCENTRACION N Media Desviacién estandar Media de error estandar
1,00 452,6087 12,23973 5,47377
INHIBICION
2,00 5 692,6087 46,05413 20,59603
LEYENDA:
1 = Porcentaje de inhibicion del diclofenaco sddico de 31,25 ug/ml
2 = Porcentaje de inhibicion del extracto seco de 31,25 ug/ml
Prueba de Levene de calidad de ) )
) pruebat paralaigualdad de medias
varianzas
95% de intervalo de
) ) ) Diferencia de Diferencia de . . .
F Sig. T Gl Sig. (bilateral) ) confianza de la diferencia
medias error estandar
Inferior Superior
Se asumen varianzas iguales 2,759 ,135 -11,262 8 ,000 -240,00000 21,31100 -289,14326 | -190,85674
INHIBICION No se asumen varianzas
. -11,262 4,562 ,000 -240,00000 21,31100 -296,40102 -183,59894
iguales
DONDE:

Ho = Existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P < 0.05)

Hi = No existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P > 0.05)
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En la tabla N° 10, observamos la comparacion de ambos promedios, al ser p 0.00 < 0.05 esto muestra que los promedios

presentan diferencias significativas, lo cual se afirma la hipotesis nula; esto indica que la actividad antiinflamatoria del

diclofenaco sodico es distinta al del extracto seco puesto que este Ultimo presenta un mayor porcentaje de inhibicién. Se

concluye que el extracto seco de guayaba de 31,25 ug/ml presenta la mejor actividad antiinflamatoria con respecto al

diclofenaco sodico a la misma concentracion.

Tabla 11. Prueba T de Student de la actividad antiinflamatoria in vitro entre el extracto seco de guayaba y diclofenaco

sodico, ambos a una concentracion de 62,5 ug/ml

CONCENTRACION N Media Desviacién estandar Media de error estandar
1,00 525,2174 9,55038 4,27106
INHIBICION
2,00 5 911,3043 10,69424 4,78261
LEYENDA:

1 = Porcentaje de inhibicion de diclofenaco sodico de 62,5 ug/ml

2 = Porcentaje de inhibicion del extracto seco de guayaba de 62,5 ug/ml
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Prueba de Levene de

calidad de varianzas

Pruebat paralaigualdad de medias

Diferencia 95% de intervalo de confianza de la
) Sig. Diferencia . .
F Sig. T Gl ) ) de error diferencia
(bilateral) de medias i
estandar Inferior Superior
Se asumen varianzas iguales ,002 ,965 -60,212 8 ,000 -386,08696 6,41212 -400,87334 -371,30058
INHIBICION No se asumen varianzas
. -60,212 7,900 ,000 -386,08696 6,41212 -400,90606 -371,26785
iguales
DONDE:

Ho = Existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P < 0.05)

Hi1 = No existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P > 0.05)

En la tabla N° 11, observamos la comparacion de ambos promedios, al ser p 0.00 < 0.05 esto muestra que los promedios

presentan diferencias significativas, lo cual se afirma la hipétesis nula; esto indica que la actividad antiinflamatoria del

diclofenaco sodico es distinta al del extracto seco puesto que este ultimo presenta un mayor porcentaje de inhibicién. Se

concluye que el extracto seco de guayaba de 62,5 ug/ml presenta la mejor actividad antiinflamatoria con respecto al diclofenaco

sodico a la misma concentracion.
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Tabla 12. Prueba T de Student de la actividad antiinflamatoria in vitro entre el extracto seco de guayaba y diclofenaco

sddico, ambos a una concentracion de 125 ug/ml

3 Media de error
CONCENTRACION N Media Desviacién estandar
estandar
1,00 5 769,1304 14,61542 6,53622
INHIBICION
2,00 5 1144,3478 6,97687 3,12015

LEYENDA:
1 = porcentaje de inhibicién de diclofenaco sédico de 125 ug/ml

2 = porcentaje de inhibicion del extracto seco de guayaba de 125 ug/ml

Prueba de Levene de calidad ) )
Prueba t para laigualdad de medias
de varianzas

95% de intervalo de confianza de
Diferencia de | Diferencia de . .
F Sig. T gl Sig. (bilateral) la diferencia
medias error estandar
Inferior Superior
Se asumen varianzas iguales 1,803 216 -51,806 8 ,000 -375,21739 7,24275 -391,91921 -358,51557
INHIBICION No se asumen varianzas
-51,806 5,733 ,000 -375,21739 7,24275 -393,14176 -357,29302
iguales
DONDE:

Ho = Existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P < 0.05)

Hi = No existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P > 0.05)

62




En la tabla N° 12, observamos la comparacion de ambos promedios, al ser p 0.00 < 0.05 esto muestra que los promedios

presentan diferencias significativas, lo cual se afirma la hipotesis nula; esto indica que la actividad antiinflamatoria del

diclofenaco sodico es distinta al del extracto seco puesto que este Ultimo presenta un mayor porcentaje de inhibicién. Se

concluye que el extracto seco de guayaba de 125 ug/ml presenta la mejor actividad antiinflamatoria con respecto al diclofenaco

sodico a la misma concentracion.

Tabla 13. Prueba T de Student de la actividad antiinflamatoria in vitro entre el extracto seco de guayaba y diclofenaco

sodico, ambos a una concentracion de 250 ug/ml

Media de error

CONCENTRACION Media Desviacién estandar
estandar
1,00 1320,8696 4,50792 2,01600
INHIBICION 2,00 1577,8261 7,74719 3,46465

LEYENDA:

1 = Porcentaje de inhibicion de diclofenaco sddico de 250 ug/ml

2 = Porcentaje de inhibicion del extracto seco de guayaba de 250 ug/ml
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Prueba de Levene de calidad de

Prueba t paralaigualdad de medias

varianzas
95% de intervalo de confianza de
) ) ) Diferencia de| Diferencia de . .
F Sig. T Gl Sig. (bilateral) . . la diferencia
medias error estandar
Inferior Superior
Se asumen varianzas iguales 3,251 ,109 -64,103 8 ,000 -256,95652 4,00850 -266,20013 -247,71291
INFIIDICIVUIN
No se asumen varianzas iguales -64,103 6,430 ,000 -256,95652 4,00850 -266,60811 -247,30493

DONDE:

Ho = Existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P < 0.05)

Hi = No existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P > 0.05)

En la tabla N° 13, observamos la comparacion de ambos promedios, al ser p 0.00 < 0.05 esto muestra que los promedios

presentan diferencias significativas, lo cual se afirma la hipétesis nula; esto indica que la actividad antiinflamatoria del

diclofenaco sédico es distinta al del extracto seco puesto que este Ultimo presenta un mayor porcentaje de inhibicion. Se

concluye que el extracto seco de guayaba de 250 ug/ml presenta la mejor actividad antiinflamatoria con respecto al diclofenaco

sédico a la misma concentracion.
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Tabla 14. Prueba T de Student de la actividad antiinflamatoria in vitro entre el extracto seco de guayaba y diclofenaco

sddico, ambos a una concentracion de 500 ug/ml

. ) Desviacion Media de error
CONCENTRACION N Media
estandar estandar
1,00 5 2493,0435 11,44148 5,11678
INHIBICION
2,00 5 2536,9565 5,95351 2,66249

LEYENDA:

1 = Porcentaje de inhibicion de diclofenaco sédico de 500 ug/ml

2 = Porcentaje de inhibicion del extracto seco de guayaba de 500 ug/ml

Prueba de Levene de

calidad de varianzas

Pruebat paralaigualdad de medias

95% de intervalo de confianza de la
) Sig. Diferencia de | Diferencia de . .
F Sig. T gl . ) diferencia
(bilateral) medias error estandar
Inferior Superior
Se asumen varianzas iguales 1,063 ,333 -7,613 8 ,000 -43,91304 5,76804 -57,21417 -30,61191
INHIBICION No se asumen varianzas

. -7,613 6,018 ,000 -43,91304 5,76804 -58,01664 -29,80944

iguales

DONDE:

Ho = Existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P < 0.05)

Hi1 = No existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P > 0.05)
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En la tabla N° 14, observamos la comparacion de ambos promedios, al ser p 0.00 < 0.05 esto muestra que los promedios
presentan diferencias significativas, lo cual se afirma la hipotesis nula; esto indica que la actividad antiinflamatoria del
diclofenaco sodico es distinta al del extracto seco puesto que este Ultimo presenta un mayor porcentaje de inhibicién. Se
concluye que el extracto seco de guayaba de 500 ug/ml presenta la mejor actividad antiinflamatoria con respecto al diclofenaco

sodico a la misma concentracion.

Tabla 15. Prueba T de Student de la actividad antiinflamatoria in vitro entre el extracto seco de guayaba y diclofenaco

sodico, ambos a una concentracion de 1000 ug/ml

| Media de error
CONCENTRACION N Media Desviacion estandar
estandar
1,00 5 3376,9565 6,97687 3,12015
INHIBICION
2,00 5 4663,4783 9,40076 4,20415
LEYENDA:
1 = Porcentaje de inhibicién de diclofenaco sédico de 1000 ug/ml
2 = Porcentaje de inhibicion del extracto seco de guayaba de 1000 ug/ml
Prueba de Levene de calidad
de varianzas Pruebat paralaigualdad de medias

95% de intervalo de

Diferencia Diferencia de confianza de la diferencia

F Sig. T gl Sig. (bilateral)| de medias | error estandar Inferior Superior
INHIBICION Se asumen varianzas iguales ,538 ,484 -245,732 8 ,000 -1286,52174 5,23548 -1298,59477 | -1274,44871
No se asumen varianzas iguales -245,732 7,381 ,000 -1286,52174 5,23548 -1298,77338 | -1274,27010
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DONDE:
Ho = Existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P < 0.05)

Hi1= No existe diferencia significativa en las actividades antiinflamatorias (P > 0.05)

En la tabla N° 15, observamos la comparacion de ambos promedios, al ser p 0.00 < 0.05 esto muestra que los promedios
presentan diferencias significativas, lo cual se afirma la hipotesis nula; esto indica que la actividad antiinflamatoria del
diclofenaco sédico es distinta al del extracto seco puesto que este Ultimo presenta un mayor porcentaje de inhibicion. Se
concluye que el extracto seco de guayaba de 1000 ug/ml presenta la mejor actividad antiinflamatoria con respecto al diclofenaco

sédico a la misma concentracion.
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3.2

Interpretacion, analisis y discusion de resultados

El presente estudio realiz6 la prueba de solubilidad, con el propdsito de
encontrar el disolvente ideal y efectuar el estudio; en la tabla N° 1 se
observa que el extracto seco es insoluble en agua y en éter de petréleo;
muy soluble en solventes polares como metanol y etanol 70°; solubles y
poco solubles a solventes apolares como acetona, éter etilico, cloroformo,
benceno y acetato de etilo. Esto nos permite determinar que los
fitoconstituyentes del extracto seco de Psidium guajava L. “guayaba” son
de naturaleza polar y apolar, por ello tienen una elevada solubilidad en
compuestos polares y apolares. Oviedo et al®’, deduce que los
metabolitos secundarios del extracto de “SAHUINTO” presentan
naturaleza de polaridad intermedia, encontrando una 6ptima solubilidad

para la realizacion de su ensayo.

Asimismo, se realizé el andlisis fitoquimico, con el fin de identificar la
presencia de metabolitos secundarios en el extracto; en la tabla N° 2 se
observa que el extracto hidroalcohélico de Psidium guajava L. “guayaba”,
presenta abundante cantidad de fenoles, taninos, flavonoides, saponinas,
esteroides y alcaloides. Segun Joseph et al®8, las actividades terapéuticas
de P. guajava L. se le atribuye a estos fitoquimicos presentes en las
hojas, asimismo informa que son ricas en flavonoides especialmente
derivados de la quercetina. Metwally et al®®, indica que a la quercetina se
le atribuye a la actividad antiinflamatoria. Asimismo, estudios reportan que
los flavonoides posen otras actividades biol6gicas como antioxidante,
antiapoptético, antienvejecimiento, anticarcinogénico, y antiinflamatorio.?®
Choudhury et al®, menciona que los compuestos fendlicos también
contribuyen en las actividades antiinflamatorias. Estos constituyentes

fitoquimicos podrian ser responsables de dicha actividad.

El potencial de los extractos etanodlicos de plantas evitd los problemas

éticos asociados con el uso de animales en la investigacion farmacolégica
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experimental, es por ello que hay métodos éticos adecuados disponibles y

que podrian investigarse.36?

Por lo tanto, el presente estudio seleccion6 el método de la
desnaturalizacion de proteinas (albumina de huevo) para determinar la
actividad antiinflamatoria del extracto seco de las hojas de Psidium

guajava L. “guayaba”.

La desnaturalizacion de proteinas se ha descrito como un proceso
patolégico que implica la pérdida de configuracion dando como resultado
la pérdida de la funcionalidad®. Opie et al*, indica que la
desnaturalizacion de las proteinas tisulares es una de las causas bien
documentadas de enfermedades inflamatorias y artriticas. Asimismo, la
produccion de antigenos automaticos en ciertas enfermedades
inflamatorias puede deberse a la desnaturalizacion de las proteinas in
vivo.*” Grant et al®2, ha comprobado de que varios farmacos
antiinflamatorios han mostrado capacidad dependiente de la dosis para
inhibir desnaturalizacion de proteinas inducida térmicamente. Mizushima
et al3, indica que la proteccion contra la desnaturalizacion de proteinas,
fue el principal mecanismo de accion de los AINES, antes de que Vane et
al®4, informe el descubrimiento de su efecto inhibitorio sobre la

ciclooxigenasa.

Kariawasam et al’®, menciona que el estudio de la desnaturalizacién de
albumina de huevo inducida por calor esta siendo ampliamente usado,
hay pruebas validadas, fiables y sensibles para determinar el potencial
antiinflamatorio in vitro de los farmacéforos naturales. De esta manera, se
realizan investigaciones utilizando el método para validar la busqueda de
agentes terapéuticos antiinflamatorios de fuentes naturales que puedan
prevenir estos cambios e inhibir la desnaturalizacion de las proteinas, esto
podria ser de mucho interés al campo farmacéutico para el desarrollo de

fitofarmacos con un valor terapéutico potencial.
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Segun los resultados obtenidos en la tabla 3, se observa las medidas de
las absorbancias y el incremento que presenta las diferentes
concentraciones del extracto seco de la guayaba en relacion al
diclofenaco sédico, mediante la ecuacion (% | = 100 x [ Vt/Vc — 1]) se
obtuvo los valores expresados en la tabla 4, en esta se muestra los
valores del porcentaje de inhibicion de las diferentes concentraciones de
del extracto seco de la guayaba y del diclofenaco sédico, estas mostraron
una inhibicion dependiente de la concentracion en la desnaturalizacion de
la proteina (albumina). Sin embargo, la actividad inhibitoria del diclofenaco
sédico fue menor en comparacion con el extracto seco de la guayaba. Los
incrementos en las absorbancias de las muestras de prueba con respecto
al control indican la estabilizacién de la proteina®, es decir, la inhibicién
de la desnaturalizacién inducida por el calor es mas evidente en el
extracto seco que el medicamento de referencia, diclofenaco sddico. El
grafico N°1 representa la relacién de los porcentajes de inhibicién del
extracto seco y del diclofenaco sodico y claramente se observa que el
extracto seco es la que presenta mejor proteccion inhibitoria en la
desnaturalizacién de proteinas. Kariawasam et al?®, empleo el método de
la desnaturalizacién de proteinas y evalud la actividad del extracto acuoso
de hojas de la variedad de Sri Lanka de P. guajava L y sefialé de que el

estudio es un hallazgo novedoso.

Segun los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicion mostrados en
la tabla 4, dichos valores se compararon estadisticamente; en la tabla 5,
se observa los datos de aplicaciéon de la estadistica descriptiva, todas las
medias se encuentran dentro de los limites establecidos a un intervalo de
confianza del 95% y un error relativo del 5% por ello ningdn dato se

excluye.

En la tabla 6, se muestra los datos de aplicacion de la prueba de
homogeneidad de varianzas y observamos que 0.019>0.05, esto indica la

eficacia que presentan los extractos secos en las diferentes
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concentraciones en la actividad antiinflamatoria por lo tanto existe
diferencia significativa entre los grupos tratados por ello se rechaza la
hipotesis alterna. Esto nos permitio elegir la prueba estadistica inferencial
correspondiente que en este caso serd la prueba ANOVA ONE WAY o de

un factor.

En la tabla 7, se observa la aplicacién de la prueba ANOVA One Way o de
un factor, dando como resultado que 0.00<0.05, se afirmo la hipétesis
alterna, es decir, los promedios obtenidos demuestran que las diferentes
concentraciones del extracto seco presentan actividad antiinflamatoria y
estos son diferenciados puesto que a medida que aumenta las
concentraciones se obtiene una mayor actividad antiinflamatoria, esto se

verifico realizando la prueba de post hoc TUKEY.

En la tabla 8, se observa los valores de la prueba TUKEY de las
comparaciones multiples y se determind que la actividad antiinflamatoria
obtenida a una concentracién determinada no es igual a la actividad
antinflamatoria de las demas concentraciones, lo que indica que son
diferentes una de otra, por ello en el cuadro de subconjuntos de datos se

expondra el resumen de la prueba de TUKEY.

En la tabla 9, se observa los valores de la prueba TUKEY de subconjunto
de los tratamientos aplicados y se comprobd los extractos secos
presentan diferencias en la actividad antiinflamatoria. Esto permitio
concluir que el extracto seco de Psidium guajava L. “Guayaba” de

1000ug/ml presenta la mayor actividad antiinflamatorio.

En las tablas 10, 11, 12, 13, 14 y 15 se presentan los valores de la prueba
T Student y observamos que todos los promedios tienen un valor de
0.00<0.05 esta comparacion afirma la hipotesis nula; esto indica que la
actividad antiinflamatoria del diclofenaco sodico es distinta al del extracto
seco en las concentraciones de 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000ug/ml. Se
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concluyé que el extracto seco de guayaba en las concentraciones de
31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 pg/ml presentan la mejor actividad
antiinflamatoria in vitro.

De acuerdo a los resultados obtenidos del presente estudio se puede
comprobar que el extracto seco de guayaba posee una marcada actividad
antiinflamatoria contra la desnaturalizacion de proteinas in vitro. Cabe
sefalar que los experimentos se realizaron a pH 6.4, que representa el pH
patolégico (6.2 - 6.5), Williams et al*’, ha informado que una de las
caracteristicas de varios farmacos antiinflamatorios no esteroides es su
capacidad para estabilizar (prevenir la desnaturalizacion) de la albumina
tratada térmicamente al pH fisiol6gico (pH: 6.2 - 6.5), esto otorgdé mayor
credibilidad a la eleccion del método.

Otros estudios han reportado la actividad antiinflamatoria de las hojas de
Psidium guajava L. en modelos animales experimentales.'366 El presente
hallazgo corrobora esta propiedad in vitro y dicha actividad
antiinflamatoria se le puede atribuir a su alto contenido de flavonoides

presentes en las hojas de la guayaba.
Por lo tanto, se sugiere que se realicen futuras investigaciones para

identificar que otros agentes fitoterapéuticos presentes en la hoja de la

guayaba estarian implicados en la actividad antiinflamatoria.
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CAPITULO IV

Conclusiones

Al finalizar el estudio de investigacion se concluye que:

1. Se determiné que las diferentes concentraciones del extracto seco de las
hojas de Psidium guajava L. “guayaba” poseen actividad antiinflamatoria
in vitro, esto fue comprobado con pruebas estadisticas descriptivas e

inferenciales.

2. El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” en el
intervalo de 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 ug/ml presentaron actividad
inhibitoria dependiente de las concentraciones en la desnaturalizacion de

proteinas.

3. El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba” a una
concentracion de 1000 ug/ml frente al diclofenaco sddico presentd la
mayor actividad antiinflamatoria in vitro con un porcentaje de inhibicion de
4663.5.
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Recomendaciones

Realizar estudios experimentales posteriores para determinar las
caracteristicas del agente bioactivo responsable de la propiedad

antiinflamatoria.

Realizar estudios de otras partes de la especie vegetal de Psidium
guajava L. “guayaba”, ya que oftras investigaciones permitiran

complementar este estudio.

Realizar estudios basados en el disefio y elaboracion de formas
farmacéuticas a partir del extracto seco de las hojas de la especie
Psidium guajava L. con la finalidad de determinar que la formulacién es
seguro, eficaz y econdmico para el tratamiento de las enfermedades

inflamatorias.

Continuar estudios con el método anélogo de la investigacion en las
diversas plantas que se encuentran en nuestra provincia y asi contribuir

con informacion cientifica de las propiedades medicinales de plantas.
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ANEXO N° 1: Matriz de consistencia

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL EXTRACTO SECO DE LAS HOJAS DE Psidium guajava

L. “guayaba”, in vitro

PROBLEMA

OBJETIVO

HIPOTESIS

VARIABLES y DIMENSIONES

METODOLOGIA

Problema Principal:

¢Presentard actividad antiinflamatoria el extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”,

in vitro?

Problema Secundario:

» ¢Presentard actividad antiinflamatoria el extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”
al 31,25pug/ml, in vitro?

» ¢Presentara actividad antiinflamatoria el extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”
al 62,5pug/ml, in vitro?

» ¢Presentard actividad antiinflamatoria el extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”
al 125pg/ml, in vitro?

» ¢Presentara actividad antiinflamatoria el extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba
al 250pg/ml, in vitro?

» ¢Presentara actividad antiinflamatoria el extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba
al 500ug/ml, in vitro?

» ¢Presentara actividad antiinflamatoria el extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba

al 1000pg/ml, in vitro?

Objetivo General:

Determinar la actividad antinflamatoria del extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”, in

vitro.

Objetivo Especificos:

» Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”
al 31,25pg/ml, in vitro.

» Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”
al 62,5pg/ml, in vitro.

» Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”
al 125pg/ml, in vitro.

» Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”
al 250ug/ml, in vitro.

» Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”
al 500ug/ml, in vitro.

» Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto
seco de las hojas de Psidium guajava L. “guayaba”

al 1000pg/ml, in vitro.

Hipoétesis General:

El extracto seco de las hojas de Psidium guajava L.
“guayaba” presenta actividad antiinflamatoria in

vitro.

Hipotesis Secundarias:

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava
L. “guayaba” al 31,25ug/ml presenta actividad
antiinflamatoria in vitro.

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava
L. “guayaba” al 62,5ug/ml presenta actividad
antiinflamatoria in vitro.

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava
L. “guayaba” al 125ug/ml presentan actividad
antiinflamatoria in vitro.

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava
L. “guayaba” al 250ug/ml presentan actividad
antiinflamatoria in vitro.

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava
L. “guayaba” al 500ug/ml presentan actividad
antiinflamatoria in vitro.

» El extracto seco de las hojas de Psidium guajava
L. “guayaba” al 1000pg/ml presentan actividad
antiinflamatoria in vitro.

Independiente
Concentraciones del extracto
seco de las hojas de Psidium
guajava L. “guayaba”.

Dependiente
Actividad antiinflamatoria in vitro

del extracto seco de hojas de
Psidium guajava L. “guayaba”.

Tipo de Investigacion
*Experimental
*Transversal
*Prospectivo

*Aplicada

Nivel de Investigacion

«Explicativo

Método
Desnaturalizaciéon de

proteinas

Poblacion

Plantas de  Psidium

guajava L. “guayaba
gue crece en la localidad

de Andahuasi.

Muestra

1kg de hojas de Psidium
guajava L. “guayaba” de
edad

aproximadamente de 7

una

afos.
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ANEXO N° 2:

Constancia de clasificacién taxon6mica de Psidium guajava L. “guayaba”
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Instrumento de recolecciéon de datos

Cuadro: Medidas de absorbancia

ANEXO N° 03:

Concentraciones Concentraciones
de las muestras del farmaco de
de estudio, Abs (nm) X referencia, Abs (nm) | X
Psidium guajava diclofenaco
L. “guayaba” sédico

31,25 ug/ml 31,25 ug/ml

62.5 ug/mi 62.5 pg/mi

125 pg/ml 125 pg/mi

250 pg/ml 250 pg/mi

500 pg/ml 500 pg/mi

1000 pg/ml 1000 pg/mi

Control Abs

Alcohol de 70°
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Figura 3. Fruto de Psidium guajava L.

ANEXO N° 05: Galeria fotogréafica

Figura 5. Seleccion de hojas

_ - Psidium guajava L. “guayaba”
Figura 4. Recoleccion de

Psidium guajava L. “guayaba”

Figura 6. Desecado de las hojas
de Psidium guajava L. “guayaba”
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Figura 7. Trituracion de hojas de Figura 8. Polvo fino de las hojas
Psidium guajava L. “guayaba” de Psidium guajava L. “guayaba”

Figura 9, 10, 11y 12. Procedimiento de
maceracion

Figura 9. Pesado del polvo fino de Figura 10. Introduccién del polvo

las hojas de Psidium guajava L. fino de las hojas de Psidium

“guayaba” guajava L. “guayaba” al frasco
ambar

Figura 11. Adiccién  del Figura 12. Sistema de extraccion
disolvente (alcohol de 70°) por maceracion
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Figura 14. Concentracion del
extracto mediante la evaporacion
del solvente en la estufa

Figura 13. Proceso de
filtracion del extracto

Figura 15. Extracto seco de Figura 16. Envasado del
Psidium guajava L. “guayaba” extracto seco de Psidium
guajava L. “guayaba”

Figura 17. Solventes Figura 18. Resultado del analisis

utilizados en la prueba de cualitativo de la prueba de solubilidad
solubilidad del extracto seco de Psidium guajava
L. “guayaba”
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Figura 19. Reactivos  Figura 20. Resultado del andlisis

utilizados en la marcha fitoquimico cualitativo del extracto

fitoquimica hidroalcohdlico de Psidium
guajava L. “guayaba”

Figura 21. Preparacion de la
Solucién Salina Tamponada con
Fosfato (PBS)

Figura 22. Medicion del pH de
la Solucién Salina Tamponada
con Fosfato (PBS)

Figura 23. Obtencion de la
albumina de huevo de gallina

91



Figura 24. Preparacion de las concentraciones
del extracto seco hidroalcohdlico de Psidium

guajava L. “guayaba”

Figura 25. Preparacion de las mezclas de
reaccion del extracto seco hidroalcohdlico de

Psidium guajava L. “guayaba’

Figura 26. Desnaturalizacion Figura 27. Medida de

de las proteinas inducida por absorbancia de las muestras

calor en la estufa en el espectrofotometro UV
Vis
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Figura 28. Materiales de vidrio

Figura 29. Equipo e instrumentos
(balanza  analitica, incubadora,
potenciémetro y estufa)
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