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RESUMEN

Introduccion: Las plantas, por su gran biodiversidad y disponibilidad, son una de
las principales fuentes de principios activos con importancia farmacologica. La
Taraxacum officinale F.H. Wigg. (Asteraceae) es una mala hierba que por sus
propiedades ha sido utilizada tradicionalmente para la cura de enfermedades.
Basado en el conocimiento ancestral de los usos medicinales de la planta, nace la
importancia del estudio de sus actividades bioldgicas con el uso de las nuevas

tecnologias.
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Objetivo: Determinar el potencial del extracto acuoso de las hojas de Taraxacum
officinale F.H. Wigg. (Asteraceae) como agente antiinflamatorio y citotoxico, a
través de la tecnologia de secado por aspersion.

Métodos: Las hojas secas de T. officinale se sometieron a la extraccion de sélidos
solubles totales con el empleo del agua como disolvente con un disefio
experimental 22. El extracto seco de la planta se obtuvo mediante la tecnologia de
secado por aspersion. La actividad antiinflamatoria se determiné a través del
método de estabilizacion de la membrana de los eritrocitos humanos y la actividad
citotoxica se evalu6 mediante el uso del método de bromuro de 3-(4-
5dimetildiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en células de cancer de mama
MCF-7.

Resultados: El extracto acuoso de las hojas de T. officinale presentd actividad
antiinflamatoria a partir de la concentracién de 2,5 mg/ml y al emplear una
concentracion de 5,5 mg/ml presentd una actividad de 58,89 % que superé a la
actividad del acido acetilsalicilico, un antiinflamatorio comercial. En el caso de la
actividad citotdxica, alcanz6 un porcentaje de muerte celular del 87 % con el uso
de una dilucion 1,00E-01 de la solucién madre del extracto de 50 mg/ml.
Conclusiones: El contenido de polifenoles presente en el extracto de la planta
esta relacionado con la actividad antiinflamatoria y la actividad citotdxica.
Palabras clave: Taraxacum officinale F.H. Wigg. (Asteraceae); potencial
antiinflamatorio y citotédxico; actividad bioldgica; principios activos; secado por

aspersion.

ABSTRACT

Introduction: Because of their great biodiversity and availability, plants are one
the main sources of active principles of pharmacological importance. Taraxacum
officinale F.H. Wigg. (Asteraceae) is a weed traditionally used for medicinal
purposes. Ancestral knowledge about the medicinal uses of this plant is the basis

for the study of its biological activity with the use of new technologies.
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Objective: Determine the potential of an aqueous extract from leaves of
Taraxacum officinale F.H. Wigg. (Asteraceae) as anti-inflammatory and cytotoxic
agent applying spray drying technology.

Methods: T. officinale dry leaves were subjected to extraction of total soluble
solids using water as solvent with a 22 experimental design. The dry extract was
obtained by spray drying technology. Anti-inflammatory activity was determined
by the human erythrocyte membrane stabilization method, whereas cytotoxic
activity was evaluated with the 3- (4-5-dimethyldiazol-2-yl) -2.5-
diphenyltetrazole bromide method (MTT) in MCF-7 breast cancer cells.

Results: The aqueous extract from T. officinale leaves displayed anti-
inflammatory activity as of a concentration of 2.5 mg/ml. At a concentration of
5.5 mg/ml anti-inflammatory activity was 58.89%, surpassing that of
acetylsalicylic acid, a commercial anti-inflammatory. Cytotoxic activity reached
a cell death percentage of 87% with the use of a 1.00E-01 dilution of 50 mg/ml
stock solution of the extract.

Conclusions: The polyphenol content present in the plant extract is related to
anti-inflammatory and cytotoxic activity.

Key words: Taraxacum officinale F.H. Wigg. (Asteraceae), anti-inflammatory and

cytotoxic potential, biological activity, active principles, spray drying.

Recibido: 26-06-18
Aprobado: 01-07-20

Introduccion

A lo largo del tiempo las plantas, por la gran diversidad de componentes que
poseen en su estructura, han sido utilizadas como medicina tradicional para la

curacion de enfermedades. En la actualidad, en base a este conocimiento
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etnobotéanico, las investigaciones se enfocan en la busqueda de nuevos agentes
terapéuticos con principios activos de origen vegetal que puedan ser utilizados

para el desarrollo de farmacos. (-2

Los polifenoles, son compuestos que se originan en las plantas como producto de
su metabolismo secundario. La T. officinale, presenta acidos fendlicos; acido
cafeico y otros derivados del &acido cindmico. También contiene taninos,
hidroxicumarinas como la cichorina, esculina y flavonoides como apigenina,

luteolina y sus derivados.

Es una planta que se ha propagado por todo el mundo de manera natural, por lo
que es considerada una mala hierba.® Por sus propiedades antioxidantes presenta
diversas actividades bioldgicas beneficiosas para la salud. Ha sido utilizada desde
la antigledad para el tratamiento de multiples dolencias como afecciones de la
vesicula biliar, hemorroides, estrefiimiento, y enfermedades cutaneas. También es
conocida como laxante y presenta actividad colerética y diurética.® En la
medicina tradicional china esta planta ha sido utilizada por sus propiedades

antiinflamatorias, antirreumaticas y anticancerigenas.®

El avance tecnoldgico y cientifico que se ha utilizado para la elaboracién de
medicamentos, ha favorecido el desarrollo de la industria farmacéutica.(” En el
caso de la obtencidn de los principios activos de origen vegetal, se han empleado
tecnologias como el secado por aspersion, que le proporciona al producto mayor
estabilidad, largo tiempo de duracion y mejor conservacion de sus principios

activos.®

Métodos

Las hojas de T. officinale fueron recolectadas del Herbario Misael Acosta del Solis

(AMAS), en Tungurahua, Ecuador, en octubre de 2016. Correspondieron al herbario
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No. 365 y fueron identificadas por el Dr. Walter Zimbafia, docente de la
Universidad Técnica de Ambato. Se secaron en un secadero de bandejas (Gander
MTN), a una temperatura de 60 °C y durante 23 h. Posteriormente, las hojas secas
se trituraron y se almacenaron en una bolsa de polietileno de baja densidad, de

manera hermética en un ambiente fresco y seco.

Para la extraccion de los principios activos hidrosolubles se empleé el disefio
experimental 22 y se trabajo con los siguientes factores:

Factor A: Relacion material vegetal: volumen de disolvente (agua).

Nivel bajo (1:15), nivel alto (1:20).

Factor B: Tratamiento del material vegetal.

Nivel bajo (sin aplicacion de ultrasonido), nivel alto (con aplicacién de

ultrasonido).

Respuesta experimental: Rendimiento de extraccion de solidos solubles totales.
Cada tratamiento se realizo por duplicado y la mitad del material vegetal seco se

someti6 a ultrasonido por 2 min en el Bafio de ultrasonido (BRANSON).

Procedimiento de extraccion
Para la extraccion, se realizé una decoccion con 10 g de las hojas secas de T.
officinale en 150 ml de agua destilada para la relacion 1:15 (de acuerdo a la
combinacion de factores). Hirvidé en una plancha de calentamiento con agitacion
(Thermo Scientific, USA) a 100 °C por 30 min y 500 RPM. Los extractos se filtraron
con un lienzo, se registro el volumen y se almacenaron a 4 °C. Posteriormente, se
determiné el porcentaje de solidos solubles totales (SST) de cada extracto con una
balanza de humedad (IR KERN MLS 50-3). La masa de solidos extraidos se obtuvo a

partir de la formula:®

% SST
100

Sdlidos extraidos (g) = Volumen del extracto *
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Para determinar el rendimiento de la extraccion de SST se utiliz6:

L. solidos extraidos (g)
% rendimiento SST = —— * 100
peso inicial de la muestra (g)

Los resultados obtenidos sobre el rendimiento de la extraccion de SST se analizaron
con el software Statgraphics Centurion version XVI.I. y se eligi6 el mejor
tratamiento para la obtencion eficiente del extracto liquido a mayor escala. A
continuacion, se determino el % SST y la masa sélida. Posteriormente, el extracto
se concentrd en un 20% mediante evaporacion en una plancha de calentamiento
(IR KERN MLS 50-3), con agitacion a 500 RPM y a la temperatura de ebulliciéon del
agua. Con dicha tecnologia, se llevé a cabo el proceso de secado por aspersion y
se mezclo el extracto liquido concentrado con 7g de maltodextrina, equivalente al
30% de la masa sélida del extracto. La mezcla se secé en el equipo Mini Spray Dryer
(BUCHI B-290, Switzerland) a una temperatura de entrada y salida de 120°C y 80°C
respectivamente. Finalmente, se determind el rendimiento del secado del
extracto. La humedad del extracto seco se determino en la balanza de humedad
(IR KERN MLS 50-3).

El contenido de polifenoles totales del extracto se determiné a través del Método
de Folin-Ciocalteu modificado.®® Se utilizé una curva estandar de acido galico a
concentraciones desde 50 a 200 mg/l y una solucién al 5 % del extracto seco, la
cual se llevé a una dilucion final de 1/20. El ensayo se realizo por triplicado y el
contenido de polifenoles se calculé con la formula obtenida a partir de los valores

de la curva estandar de 4cido galico y de la absorbancia.

Polifenoles (?) =

abs a 750 nm — 0,0026
* FD
0,0018

FD: factor de dilucién

{cc) EEECEEE| Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




eCiMED

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Determinacion de las actividades bioldgicas del extracto seco de T.
officinale

Actividad antiinflamatoria
Se determin6 con el método de estabilizacion de la membrana de los eritrocitos
humanos con modificaciones.®?) Se empleé una solucion madre de 40 mg/ml del
extracto seco en buffer fosfato salino o PBS (100 ml de PBS pH 7.4 (10X)/ 900 ml
de agua destilada), a partir de la cual se realizaron soluciones de 0,5; 1,5; 2,5;
3,5; 4,5y 5,5 mg/ml. Los ensayos se realizaron por triplicado y se empleé el calor

para inducir la hemolisis.

Se desarrollé el mismo procedimiento con una solucion de &cido acetilsalicilico
(advanced 650/65 mg) en las mismas concentraciones que el extracto para la
respectiva comparacion. Para la determinacion de la actividad antiinflamatoria se

empled la formula:

DO2 — D01>

% Actividad antiinflamatoria = 100 * (1 ~ D03 —Do1

Actividad citotoxica
Se empleé el método de MTT (bromuro de 3-(4-5dimetildiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) con modificaciones? vy la linea celular de cancer de mama MCF-
7. Se preparo una solucién madre del extracto a una concentracion de 50 mg/mi
en PBS. Se esteriliz6 la solucion mediante filtracion con filtros estériles de 0,22
um (MILLEX-GP, Syringe Filter Unit) y se realizaron diluciones seriadas del extracto
desde 1x107! hasta 1x10711.

Resultados

En la tabla 1 se muestran los rendimientos de extraccion de SST de los tratamientos

realizados a partir del disefio experimental 22.
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Tabla 1. Porcentaje de SST, masa sélida extraida y rendimiento de la extraccién de SST

Ensayo Tratamiento Relacion SST Masa solida | Rendimiento de
MV MV: D (%) extraida (g) extraccion (%)

1 S/U 1:15 2,12 + | 1,12+0,01 11,23 £ 0,08
0,16

2 1:20 1,93 =+ |1,51+0,22 20,53 + 0,22
0,04

3 Cc/U 1:15 2,63 = | 2,06+0,01 23,95+0,11
0,05

4 1:20 2,03 = |2,30+0,01 22,94 +0,11
0,03

MV. Material vegetal, MV: D. Material vegetal: volumen de disolvente, SST. Solidos solubles totales, S/U. Sin aplicacién de

ultrasonido, C/U. Con aplicacién de ultrasonido.

El Diagrama de Pareto (Fig. 1), se obtiene a partir del analisis estadistico de los

resultados del rendimiento de extraccion de SST.

B: Ultrasonido

AR

& Relacian

o] 2 4 & g 10

Efecto estandarizado

Fig. 1. Diagrama de Pareto estandarizado para el rendimiento de la extraccién de SST

Fuente. Software Statgraphics Centurion version XVI.1I.

El grafico muestra que los factores (A y B), al igual que su interaccion sobrepasan
el efecto estandarizado. Queda demostrado que, los factores; relacion material
vegetal: volumen de disolvente (A), y tratamiento del material vegetal (B),

influyen significativamente en la obtencion de los solidos solubles del extracto.
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Para la obtencion del mejor tratamiento se empleé la “Optimizacion de respuesta
experimental” del software. El resultado mostro que el nivel 6ptimo en base a la
relacién material vegetal: volumen del disolvente fue la relacién 1:15, mientras
que, para el tratamiento del material vegetal, el nivel idoneo fue la aplicacion de
ultrasonido (C/U). El mejor tratamiento bajo estas condiciones fue el tratamiento
realizado en el ensayo 3 (Tabla 1), que proporcioné un valor promedio de

rendimiento de extraccién de SST de 23,95 %.

Los resultados obtenidos del proceso de secado por aspersion y las caracteristicas
fisicoquimicas del extracto seco (humedad y contenido de polifenoles), fueron los
siguientes: extracto seco, 28,55 g; rendimiento del secado, 93,88 %; humedad del
extracto, 2,86 % y el contenido de polifenoles, 62,08 mg/ g de extracto seco.

En las figuras 2 y 3 se muestran los andlisis de la actividad antiinflamatoria y

citotdxica del extracto seco de T. officinale.

% Actividad antinflamatoria

70,00 I
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00 ﬁ
0,00 i
0,3 18 i) 3,3 4,5 5,3
Concentracion ma/ml
W EADL
B Aspirina

EADL: extracto acuoso de T. officinale.

,_l_ -muestra un mayor porcentaje de actividad por parte del extracto seco.

Fig. 2. Comparacion del porcentaje de la actividad antiinflamatoria del extracto seco

del T. officinale y del &cido acetilsalicilico (aspirina)
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A una concentracion de 5,5 mg/ml, la actividad del extracto seco del diente de
ledn fue la mas alta con un valor de 58,89 % y supera a la actividad de la aspirina

gue presentd un porcentaje de 52,74 %.

En base a los resultados de la figura 3, el extracto acuoso presentd actividad
citotdxica sobre las células de cancer de mama MCF-7. EI mayor porcentaje de

muerte celular se alcanz6 al emplear una dilucién de 1,00E-01, cuyo valor fue de

87 % de muerte celular.
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Fig. 3. Actividad citotdxica del extracto acuoso de las hojas de T. officinale en células
de cancer de mama MCF-7 con el empleo de diluciones seriadas desde 1,00E-01 hasta

1,00E-11 y una-concentracion del extracto madre de 50 mg/ml

Discusion
En la tabla 1 se demuestra que se obtiene un mayor porcentaje de SST extraidos
al aplicar la técnica de ultrasonido. Rodriguez y otros,® afirman que el proceso
de extraccion de metabolitos es mucho mas eficiente al someter al material

vegetal a ultrasonido por lo que se obtiene una mayor cantidad de sélidos solubles.
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Acosta y otros,™ demostraron que la extraccion asistida por ultrasonido en
combinacién con métodos convencionales como la extraccibn con solvente

disminuye la cantidad de disolvente para la extraccion.

En cuanto al proceso de secado por aspersion, el rendimiento del secado depende
de los parametros utilizados en el proceso. Entre ellos, se encuentran las
temperaturas de entrada y salida y la cantidad de maltodextrina empleada. Dicha
sustancia, es un aditivo inerte que actia como coadyuvante en el proceso de
secado. Evita la adherencia del producto en las paredes del equipo por lo que
permite la facil recuperacion del producto al finalizar el proceso al aumentar el

rendimiento del mismo.@®

Lépez y otros® mencionan que al emplear temperaturas de entrada y salida de
120 °C y 80 °C, respectivamente, el rendimiento de secado aumenta al 90 %. El
empleo de esta tecnologia le proporciona al producto seco un largo tiempo de vida
atil en comparacion con los extractos liquidos, mayor estabilidad del producto y

facil almacenamiento.®

Segun Arrazolay otros,”) la humedad de los productos obtenidos mediante secado
por aspersion con el uso de maltodextrina alcanza valores de hasta 5,5 % de
humedad. Lopez y otros,® establecen que la humedad debe encontrarse por
debajo del 10% para asegurar la calidad del producto. El estudio cumple estos
parametros, ya que el contenido de humedad del extracto seco de las hojas de T.
officinale fue de 2,86%.

El contenido de polifenoles del extracto seco de los principios hidrosolubles de T.
officinale fue superior al contenido alcohélico de la planta reportado por Jaramillo
y otros.®) Por su parte, Coronel®® plantea que ademas de los multiples beneficios
de emplear el secado por aspersion, este permite preservar los componentes del

extracto de la volatilizacion y oxidacion por la presencia de los aditivos empleados
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para el secado. Ademas, la aplicaciéon de este método, ayuda a preservar los

principios activos de la planta.

La actividad antiinflamatoria demostrada por el extracto (Fig. 2), puede deberse
al contenido de polifenoles del mismo. Parvin u otros,?® mencionan que se han
mostrado efectos antiinflamatorios por parte de flavonoides y taninos, mientras
gue una investigacion realizada por Modaresi y Resalatpour,@ afirman que los
compuestos fenodlicos del T. officinale actian como protector de la membrana de

los glébulos rojos.

Oyedapo y otros,?? suponen que el efecto estabilizador de la membrana podria
deberse a la union mediante cargas de los componentes del extracto con la
membrana del eritrocito, a la vez que la protege de agentes que estén involucrados
en la lisis de la misma. Se ha demostrado que los taninos y saponinas poseen la
capacidad de enlazar cationes, por lo que podrian estabilizar la membrana de los

eritrocitos, al igual que los flavonoides.

Ademas, los compuestos polifendlicos también pueden estar relacionados con la
actividad citotoxica del extracto. Estudios celulares in vitro han demostrado
actividad citotdxica por parte de los polifenoles, los cuales interfieren en el
desarrollo de células cancerigenas al interrumpir su ciclo celular a la vez que inicia

el proceso de apoptosis 0 muerte celular programada.@?

Quifiones y otros, ¥ mencionan que los flavonoides tienen la capacidad de inducir
efectos moduladores de la apoptosis,. Ademas, Farifia®® sefiala que estos

compuestos pueden actuar en cualquiera de las etapas de la carcinogénesis.

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que los componentes

presentes en el extracto hidrosoluble de las hojas de T. officinale, a partir de la
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tecnologia de secado por aspersion, presentan actividad antiinflamatoria y

citotoxica.
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