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“The important thing is not to stop questioning; 

curiosity has its own reason for existing.” 

- Albert Einstein 
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RESUMEN 

Se realizó un estudio experimental con el objetivo de evaluar la composición 

fenólica y la acción farmacológica del extracto etanólico de las hojas de Eugenia 

clarensis durante el período de junio de 2016 hasta mayo de 2017. Se determinó 

mensualmente la actividad antioxidante in vitro de dichos extractos por el método 

de la actividad secuestradora del radical libre DPPH• y la actividad antiinflamatoria 

tópica in vivo a través de la técnica edema auricular inducido por TPA en ratones 

Balb/c hembras a la dosis 1 mg/oreja. Se evaluó la actividad antiinflamatoria oral 

por el modelo del edema plantar inducido por λ-carragenina. El contenido fenólico 

en base a ácido gálico y el contenido de flavonoides en base a rutina, resultaron 

variables, siendo febrero y mayo los meses de mayores valores respectivamente. 

La especie manifestó resultados como antioxidante con valores de IC50 mayores 

que los obtenidos para los patrones rutina y eugenol. Además, mostró resultados 

como antiinflamatorio tópico con porcentajes de inhibición de la inflamación 

superior al 65% en todos los meses. Se obtuvo una alta correlación lineal entre el 

efecto secuestrador del radical libre DPPH• y el contenido de fenoles totales con 

un R2=0,82. Sin embargo, no se encontró una adecuada correlación lineal entre el 

efecto secuestrador y el contenido de flavonoides R2=0,42; ni entre el contenido de 

fenoles y flavonoides totales y la actividad antiinflamatoria tópica. El extracto 

reveló acción antiinflamatoria oral a la dosis de 800 mg/kg, comparable con el 

control indometacina p˂0,05.  
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ABSTRACT 

An experimental study was carried out with the objective of evaluating the phenolic 

composition and pharmacological action of the ethanolic extract from the leaves of 

Eugenia clarensis Britton & P. Wilson. During the period from June 2016 until May 

2017 were analyzed. The quantitative determination of the phenolic compounds of 

each extract obtained was carried out. The in vitro antioxidant activity of extracts 

was determined monthly by the method of the scavenging activity of the free 

radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH•) and the topical anti-inflammatory 

activity in vivo through the induced topic edema by 12-o-tetradecanoylphorbol 13-

acetate (TPA) technique in Balb/c female mice in doses (1 mg/ear). In addition, 

oral anti-inflammatory activity was evaluated by the λ-carrageenan-induced plantar 

edema model. The phenolic content, based on gallic acid, and the content of 

flavonoids, based on rutin, were variable, being February and May the months with 

the highest values, respectively. The species showed results as antioxidant with 

IC50 values higher than those obtained for rutin and eugenol standards with 10,29 

μg/mL and 36,11 μg/mL respectively. In addition, it showed results as topical anti-

inflammatory with percentages of inhibition of inflammation greater than 65% in all 

months. A high linear correlation between the sequestering effect of the free radical 

DPPH• at the dose of 125 μg/mL and the total phenol content was obtained with 

R2=0,82. Was not found a suitable linear correlation between the scavenging effect 

and the flavonoid content R2=0,42. Was not found a suitable linear correlation 

between total phenol and flavonoid content and topical anti-inflammatory activity. 

The extract revealed oral anti-inflammatory action at the dose of 800 mg/kg, 

comparable to the indometacine p˂0,05. 
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Introducción 

 
INTRODUCCIÓN  

Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos un recurso de 

gran importancia, para cubrir las necesidades terapéuticas. Su uso como agentes 

de la salud es ampliamente conocido en múltiples culturas del mundo y ha sido 

transmitido a través de generaciones.(1) Durante las últimas décadas el interés de 

pacientes y científicos por la medicina tradicional ha crecido rápidamente debido a 

las preocupaciones sobre los efectos adversos de las drogas químicas y 

cuestionamientos de la medicina alopática.(2, 3) El estudio de las plantas 

medicinales es, por tanto, un campo abierto para la investigación no solamente 

para la medicina oriental sino también occidental basado en la producción de 

fármacos mediante el aislamiento de compuestos activos.(4, 5) 

Este saber tradicional se ha ido perfeccionando a lo largo de los años para 

explicar, en forma racional, el uso terapéutico de una planta y permite además la 

vigencia de su empleo. Sin embargo, a pesar de los avances, éste  no ha perdido 

su importancia, por el contrario, el desarrollo de los medicamentos modernos ha 

resultado de formas cada vez más complejas de aprovecharlas y su producción 

sigue dependiendo en gran parte de su uso, como materia prima. La identificación 

del valor curativo de las plantas ha provenido generalmente de la información 

proporcionada por el uso de la medicina tradicional, que igualmente ha sido la 

fuente para la investigación fitoquímica.(1) 

A pesar de esto solo una cantidad relativamente pequeña de especies de plantas 

se ha estudiado para las posibles aplicaciones médicas.(2, 5) En este sentido, la 

familia Myrtaceae, una de las familias con mayor número de especies medicinales 

distribuidas en América,(6) no es ajena a esta situación. Posee cerca de 100 

géneros y más de 3000 especies, algunas de los cuales poseen efectos 

farmacológicos importantes como antimicrobiano, antidepresivo, antioxidante, 

antiinflamatorio y analgésico, entre otros.(7) Estos efectos están relacionados en 

buena medida con la presencia de los metabolitos secundarios como aceites 

esenciales, flavonoides y taninos, entre otros, los que pueden variar según las 

condiciones climáticas.(6, 8, 9)  
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En Cuba se ha identificado la especie Eugenia clarensis Britton & P. Wilson (E. 

clarensis), la cual es endémica de la región central del país, específicamente en la 

provincia de Villa Clara, Alturas de Cubanacán.(10) Al igual que otras endémicas, 

se encuentra en serio peligro de extinción, debido a la reducción de su hábitat 

natural y al poco conocimiento desde el punto de vista fitoquímico y farmacológico 

que en alguna medida limita su utilización por parte de la población y con ello su  

propagación. La especie constituye una fuente vegetal importante e inexplorada 

con potencialidades farmacológicas.  

Tomando en consideración estos aspectos se propone el Problema Científico 

siguiente: La especie Eugenia clarensis posee escasos estudios experimentales 

que permitan el conocimiento de la relación entre la composición química y sus 

actividades farmacológicas con fines farmacéuticos. 

Este trabajo científico parte de la siguiente Hipótesis: Si se profundiza en los 

estudios fitoquímicos y farmacológicos de Eugenia clarensis se podrá conocer la 

relación entre la composición fenólica y las actividades antioxidante y 

antiinflamatoria de la especie. 

Objetivo General: 

Evaluar la composición fenólica y la acción farmacológica del extracto etanólico de 

las hojas de Eugenia clarensis Britton & P. Wilson. 

Objetivos Específicos: 

1. Cuantificar el  contenido de fenoles y flavonoides totales en los extractos 

etanólicos de la especie recolectada en diferentes meses del año. 

2. Determinar la actividad antioxidante y el efecto antiinflamatorio tópico de los 

extractos etanólicos de la especie recolectada en diferentes meses del año. 

3. Correlacionar la composición química de los extractos etanólicos de E. 

clarensis con las actividades antioxidante y antiinflamatoria para proponer 

su uso en el campo farmacéutico. 

4. Evaluar el efecto antiinflamatorio oral del extracto etanólico de E. clarensis. 
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Capítulo I. Revisión Bibliográfica  

 
1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  

1.1. Medicina tradicional y plantas medicinales 

El uso de plantas medicinales se remonta a la época prehistórica y es una de las 

formas más extendidas de medicina, presente virtualmente en todas las culturas 

conocidas. La medicina tradicional es la suma de conocimientos y prácticas 

usadas en el diagnóstico, prevención y eliminación de los desequilibrios físicos, 

mentales o sociales de los individuos.  El conocimiento de las plantas medicinales 

se extiende a cualquier parte del mundo y está basando en la experiencia práctica 

transmitida de generación en generación de manera oral o escrita. (2, 5, 11)  

Las plantas son elementales en el desarrollo de la medicina moderna y aunque se 

conoce que su acción preventiva o curativa se debe a la presencia en sus órganos 

de sustancias químicas que provocan su efecto fisiológico, en muchas de las 

plantas medicinales no se han estudiado aún los metabolitos bioactivos. La 

detección de los principios activos es importante pues permite corroborar o 

rechazar las propiedades atribuidas a la planta y a la vez detectar nuevas posibles 

aplicaciones. Por otra parte, el conocimiento de los metabolitos facilita la 

dosificación y en algunos casos la administración, no obstante, existe la tendencia 

al uso de los extractos o polvos obtenidos de las plantas o sus órganos.(12)  

Aunque muchas plantas han sido estudiadas y validadas desde el punto de vista 

químico y  biológico, todavía muy poco se conoce de otras. La industria 

farmacéutica y buena parte de la comunidad científica está considerando en 

nuestros días las plantas medicinales como fuentes potenciales de moléculas 

bioactivas con estructuras diferenciadas e innovadores mecanismos de acción y 

está siendo más flexible en cuanto a la formulación de estos agentes.(12) 

1.2. Género Eugenia 

Eugenia es un género de plantas con flores perteneciente a la familia Myrtaceae. 

Se distribuye en regiones tropicales y sub-tropicales. Existen aproximadamente 

unas 1000 especies, principalmente en las regiones tropicales de América, los 

Andes, el Oriente de Bolivia, el Caribe y los bosques costeros de Brasil. También 

se pueden encontrar en Nueva Caledonia y Madagascar.(13) 

https://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica
https://es.wikipedia.org/wiki/Bolivia
https://es.wikipedia.org/wiki/Caribe_%28regi%C3%B3n%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Brasil
https://es.wikipedia.org/wiki/Madagascar
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Muchas de las especies de este género han sido citadas por sus efectos 

farmacológicos. En este sentido se destacan como antioxidante, especies como E. 

uniflora L.(8, 14-17) E. dysenterica DC (18, 19), y E. stipitata Mc Vaugh(20). Estas plantas 

han sido además estudiadas desde el punto de vista fitoquímico estableciéndose 

una adecuada correlación entre la capacidad antioxidante y el contenido fenólico 

(polifenoles y flavonoides) de especies y fracciones (18-21). 

Otras actividades ampliamente reportadas son la antiinflamatoria y analgésica 

donde especies como E. brasiliensis Lam(22), E. Jamolana(23-25), E. punicifolia(26, 27) 

y E. floccosa(28) han mostrado resultados positivos para esta actividad en modelos 

experimentales. Además este género presenta actividad sobre el sistema nervioso 

tanto central como autónomo. En este sentido se refiere el aceite esencial de E. 

sulcata Spring ex Mart como anticolinesterásico(29), E. caryophyllata (clavo de 

olor)(30) que mejora de manera significativa el déficit de retención de memoria 

inducida por escopolamina y disminuye la depresión e incrementa la actividad 

locomotora.(31)  

Existen varios estudios que comprobaron el efecto de este género sobre el 

sistema cardiovascular como hipotensor y protector de la disfusión vascular, 

Syzygium gratum(32, 33). Algunas especies de Eugenia, además, presentan efecto 

antimicrobiano(6, 7, 34), gastroprotector(26, 35-37), antidiarréico, hipotérmico e 

inhibitoria de la actividad de HIV-1 proteasa(38), hipoglicémico(39) y 

hepatoprotector.(24) 

1.3. Eugenia clarensis Britton & P. Wilson 

1.3.1. Origen, distribución geográfica 

Eugenia clarensis Britton & P. Wilson es una de las especies endémicas locales 

de la flora de Cubanacán, zona situada en el centro de la provincia de Villa Clara, 

alrededor de su capital Santa Clara.(40) 

1.3.2. Clasificación botánica 

E. clarensis pertenece al reino Plantae, dentro de la división Magnoliophyta y la 

clase Magnoliopsida. Se encuentra en el orden Myrtales y su familia es Myrtaceae. 

Su nombre binomial es Eugenia clarensis Britton & P. Wilson y no posee nombre 

vulgar.(41)  
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1.3.3. Descripción botánica 

Arbusto de hasta 6 m, ramitas pubérulas; hojas oblongas a oblongo-oblanceladas, 

subcoriáceas, de 1-2,5 cm, agudas en el ápice, la base obtusa, nervios laterales 

inconspicuos, tuberculadas en el haz y punteadas en el envés; flores solitarias o  

de 2 a 4; pedícelos de 2-4 mm, pubescentes; cáliz pubescentes, glóbulos ciliados, 

acuminados; baya globosa y glandulosa, de un 1cm.
(42)    

1.3.4. Antecedentes de estudios fitoquímicos y farmacológicos 

Recientemente se han realizado estudios con extractos de la planta E. clarensis. 

En el tamizaje fitoquímico preliminar del extracto etanólico se encontraron 

evidencias de fenoles, taninos, triterpenos, esteroides, quinonas, flavonoides, 

coumarinas, resinas y azúcares reductores. Dicho extracto presentó una DL50 por 

encima de 2000 mg/kg, no clasificándose como tóxica, al no provocar mortalidad a 

la dosis ensayada, ni evidenciar alteraciones morfológicas macroscópicas en los 

animales de experimentación. Adicionalmente, mostró una ligera actividad sedante 

sobre el sistema nervioso central a dosis de 400 y 800 mg/kg.(43) 

Se manifestó actividad antioxidante in vitro tanto por el mecanismo de captación 

de radicales libres como por el de inhibición de la peroxidación lipídica. El modelo 

experimental ex vivo de inducción de la peroxidación lipídica mostró actividad 

antioxidante con un posible comportamiento dosis dependiente.(44) 

El extracto etanólico de E. clarensis tiene efecto antiinflamatorio tópico in vivo a 

dosis 1 mg/oreja al mostrar elevada inhibición del edema auricular inducido por 

TPA. Mostró acción diurética a la dosis de 400 mg/kg, una actividad diurética 

comparable con el control hidroclorotiazida.(5) 

En un estudio preliminar desarrollado a extractos etanólicos de la planta, colectada 

en diferentes meses se determinó la existencia de variaciones en las 

concentraciones de fenoles totales y su relación directa con la actividad 

antioxidante secuestradora de especies que inician la oxidación.  Además se 

determinaron los perfiles cromatográficos de extractos obtenidos en los meses de 

febrero a mayo utilizando cromatografía gaseosa con detector de llama (CG-FID). 

El Alcanfor, el 1,8-Cineol y el Eugenol se identificaron dentro de los metabolitos 

volátiles presentes en el extracto etanólico, existiendo una tendencia a la 
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disminución de la concentración de estos durante el periodo de estudio. Esta 

variación cualitativa y cuantitativa se atribuyó a la influencia del estado fenológico 

de la planta en el momento de la recolección.(2) 

1.4. Composición química de las plantas medicinales  

Todas las células vegetales realizan procesos metabólicos comunes esenciales 

para la vida celular y en la planta en general. Estos procesos constituyen, en su 

conjunto, el metabolismo primario. Además de estos procesos metabólicos 

primarios, se pueden desarrollar rutas que conducen a la formación de metabolitos 

secundarios. Se denominan de metabolitos secundarios de las plantas a aquellos 

compuestos químicos que cumplen funciones no esenciales en ellas. (45) 

Durante muchos años el valor adaptativo de éstos fue desconocido. En principio 

fueron considerados productos finales de procesos metabólicos, sin función 

específica o directamente como productos de desecho de las plantas. El estudio 

de estas sustancias fue iniciado por químicos orgánicos del siglo XIX, que estaban 

interesados en estas sustancias por su importancia como drogas medicinales, 

venenos, saborizantes, aceites, ceras y otros materiales utilizados en la industria. 

 

Figura 1. Vías generales de metabolismo secundario de las plantas.(46) 
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Los compuestos que forman parte del metabolismo secundario (Figura 1) se 

clasifican en diferentes tipos: fenoles, terpenoides, compuestos nitrogenados o 

alcaloides, según Harborne (1997).(45)  

Los metabolitos secundarios no son producidos al azar, ya que han sido 

modelados y optimizados durante la evolución. Estos compuestos intervienen en 

las interacciones ecológicas entre la planta y su ambiente, y pueden desempeñar 

una amplia variedad de funciones ecológicas en la planta. La mayoría de los 

metabolitos secundarios cumplen funciones de defensa contra depredadores y 

patógenos. Inhiben el desarrollo de insectos, nemátodos, hongos, y bacterias, 

mejorando así el crecimiento de la planta y su consistencia.(45, 46) 

1.4.1. Factores que afectan la composición química de las plantas 

El uso de plantas con fines terapéuticos presupone la elaboración de diversas 

formas farmacéuticas que pueden abarcar desde la infusión más simple hasta las 

más sofisticadas cremas y pomadas. Para llegar a ello se requiere un largo 

proceso con implicación de especialistas de diferentes ramas, pero sin lugar a 

dudas el punto de partida radica en la identificación y recolección correcta de la 

masa verde a trabajar.(47) La participación de botánicos o personal debidamente 

entrenado es esencial ya que no solamente es necesario conocer cada planta sino 

también se hace imprescindible el dominio de otros elementos que pueden 

modificar sus propiedades. Así, hay que tener en cuenta los factores que afectan 

la dinámica de acumulación de los principios activos, entre los que se destacan:  

1.4.1.1. Edad 

Cada especie en particular presenta una edad óptima para la obtención de sus 

principios activos. Por lo general en las plantas muy jóvenes no existen sustancias 

con las propiedades biológicas y químicas bien definidas y las plantas más viejas 

suelen presentar disminuido el metabolismo y por ende el contenido de sus 

principios activos.(47) 

1.4.1.2. Cambios intrínsecos que se manifiestan durante las diferentes etapas del 

proceso vegetativo de las especies 

Las plantas que contienen aceites esenciales presentan en la época de floración 

una migración de éstos desde diversas partes del vegetal hacia las flores, con su 
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correspondiente disminución en otros lugares acompañado de modificaciones en 

la composición química. Además, durante el inicio de la floración hay un mayor 

incremento del metabolismo en las flores, y como consecuencia de ello las raíces 

dejan de crecer y disminuye el contenido de alcaloides en las mismas. Este efecto 

se confunde con el anterior debido a que en ocasiones estos procesos puedes 

actúan simultáneamente, influyendo las variaciones dentro de un año y las 

variaciones por los años.(47) 

1.4.1.3. Condiciones climato-geográficas 

El metabolismo que tiene lugar en las especies ocurre de la misma forma que en 

sus antecesores directos, pero es posible que sucedan variaciones con el 

propósito de asegurar la adaptabilidad a las nuevas condiciones. Dentro de los 

factores que pueden influir durante el desarrollo de las especies se describen: tipo 

de suelo, temperatura, luz, altitud, latitud, humedad, etc. Las plantas que producen 

mucílagos, como producto de que retienen agua, contienen menos mucílagos 

cuando crecen sobre un suelo de alto contenido de humedad. Por otro lado, se ha 

demostrado que en algunas especies los componentes amargos de aguas  

aumentan con la altitud mientras que los alcaloides disminuyen.(47) 

1.4.1.4. Cambios intrínsecos determinados por los ritmos biológicos de ciclo 

diario y estacionario 

Sobre los procesos fisiológicos de los vegetales pueden influir los cambios 

ambientales, los horarios del día, las fechas del año, los estadíos lunares, etc. Se 

ha demostrado que en existen plantas donde la recolección para la obtención de 

aceites esenciales se debe realizar durante la mañana para que no se afecten los 

rendimientos, debido a que su ubicación en los pelos glandulares hace posible su 

evaporación si la recolección se realiza en las horas de mayor actividad solar 

como lo es al mediodía o primeras horas de la tarde.(47) 

1.4.1.4. Radiaciones ionizantes 

Las radiaciones ionizantes pueden alterar el metabolismo de las especies 

vegetales al interferir en la síntesis de los compuestos básicos y alterar las 

estructuras de las especies. Algunas especies por el efecto de radiaciones, 

quedan incapaces de producir alcaloides, pierden viabilidad y mueren.(47) 
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1.4.1.5. Procesos fitosanitarios 

La presencia de determinadas enfermedades en las plantas afecta la presencia o 

no de principios activos. Es por ello que se debe tener en cuenta la posibilidad de 

que las plantas hayan recibido algún producto químico (pesticida, etc.) que obligue 

a tomar determinadas medidas o precauciones para no emplearlas como masa 

verde en la elaboración de fitofármacos.(47) 

1.4.2. Influencia de los factores que afectan la composición química de las plantas 

en el contenido fenólico 

La nutrición vegetal requiere el conocimiento de las necesidades de nutrientes que 

precisan las plantas, así como la dinámica de absorción y acumulación que tiene 

lugar en los distintos órganos y tejidos.(12) La síntesis de compuestos fenólicos 

varía y está inducida por factores como la radiación UV, estrés hídrico, u ozono, 

en este sentido pueden también estos factores potenciar su actividad.(45) Los 

compuestos fenólicos en especies vegetales pueden variar, dentro de un mismo 

individuo, en respuesta a factores genéticos, ontogénicos, bióticos y abióticos, 

presentando diferentes concentraciones en los diversos órganos de la planta. En 

lo que respecta a las hojas, la regulación de la síntesis de compuestos fenólicos 

es una parte importante del desarrollo de dicho órgano. Por otro lado, los 

carbohidratos formados, útiles en la conformación estructural de la planta, en el 

metabolismo primario y otros en el metabolismo secundario, tendrán una gran 

influencia en la cantidad y calidad de los compuestos fenólicos producidos.(48) 

En varias especies los flavonoides varían sustancialmente entre genotipos, daños 

estacionales, edades, daños de la hoja y sitios de ubicación. Las hojas jóvenes 

son la fuente principal de compuestos fenólicos, porque lo sintetizan como defensa 

contra predadores herbívoros que la prefieren por su mayor calidad nutricional 

respecto a las hojas maduras. Sin embargo, eso no siempre ocurre, porque no 

todos los metabolitos tienen el mismo comportamiento durante el desarrollo foliar 

Por ejemplo los flavonoles aumentan conforme avanza el desarrollo de la hoja.(12) 

1.5. Acciones farmacológicas de los compuestos fenólicos  

Los compuestos fenólicos son compuestos químicos a los que se les atribuye una 

gran cantidad de actividades biológicas. Entre las más importantes se encuentran 
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las actividades antioxidante y antiinflamatoria. A nivel celular, el estrés oxidativo 

puede dañar proteínas, lípidos y otras biomoléculas. La inflamación es el resultado 

de la interacción de células y otros factores presentes en los tejidos en respuesta 

a un daño externo o interno, con producción de Especies Reactivas del Oxígeno 

(EROs). Entre los posibles mecanismos subyacentes de este desbalance está el 

inadecuado metabolismo del ácido araquidónico, el cual vía la enzima 

ciclooxigenasa (COX) genera mediadores pro-inflamatorios sindicados para la 

mayoría de eritemas causados durante la inflamación, que esta se encuentra 

implicada en diversas enfermedades crónicas por lo que ambas actividades se 

encuentran directamente correlacionadas.(49) 

La actividad antioxidante de estos compuestos se atribuye a su facilidad para 

ceder átomos de hidrógeno de un grupo hidroxilo aromático a un radical libre y a la 

posibilidad de deslocalización de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo 

aromático.(50) Además, presentan una estructura química ideal para captar iones 

metálicos (principalmente hierro y cobre) y por tanto para inhibir la formación de 

radicales libres a través de reacciones de Fenton.(51) Además de las propiedades 

antioxidantes, a estos compuestos se les atribuyen otras actividades biológicas 

muy beneficiosas: entre estas destacan sus efectos vasodilatadores, 

anticarcinogénicos, antiinflamatorios, bactericidas, estimuladores de la respuesta 

inmune, antialérgicos, antivirales, efectos estrogénicos, o inhibidores de enzimas 

prooxidantes, como ciclooxigenasa, lipooxigenasa y xantina oxidasa.(52) 

1.6. Actividad antioxidante 

Durante los últimos años, el estrés oxidativo ha estado implicado en el desarrollo 

de diferentes patologías, como diabetes y enfermedades cardiovasculares. Este 

estrés oxidativo es el proceso que ocurre cuando existe un desbalance entre la 

generación de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno y los sistemas de 

defensa antioxidantes o existe un exceso de los radicales libres (RL) provenientes 

de fuentes exógenas (radiación, luz solar, tabaco, xenobióticos, drogas, etc.). Esto 

conlleva a modificaciones químicas de macromoléculas de relevancia biológica 

como ácido desoxirribonucleico (ADN), proteínas, lípidos y carbohidratos.(53, 54) 
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Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la acción oxidante de los 

radicales libres, los cuales, al ser átomos o grupos de átomos con un electrón 

desapareado, son muy reactivos ya que tienden a captar un electrón de moléculas 

estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquímica.(55, 56) Se clasifican en 

dos amplios grupos, dependiendo de si son solubles en agua (hidrofílicos) o en 

lípidos (hidrofóbicos). En general los antioxidantes solubles en agua reaccionan 

con los oxidantes en el citoplasma celular y el plasma sanguíneo, mientras que los 

antioxidantes liposolubles protegen las membranas de la célula contra la 

peroxidación de lípidos.(57) Entre los compuestos que pueden actuar como 

antioxidantes se encuentran vitaminas C y E, carotenoides, antocianinas, 

flavonoides y otros compuestos fenólicos.(53, 58-60) 

1.6.1 Métodos para determinar actividad antioxidante  

Existen varias aproximaciones para la clasificación de métodos para medir 

actividad antioxidante. Una de ellas se basa en clasificar los métodos como 

directos e indirectos, mientras que otras los clasifican de acuerdo con el 

mecanismo mediante el cual sucede el proceso antioxidante.(61, 62) En cuanto a la 

primera, los métodos indirectos estudian la habilidad del antioxidante para 

estabilizar algún radical libre (RL). Por su parte, los métodos directos están 

basados en el estudio del efecto de un antioxidante sobre la degradación oxidativa 

de un sistema, de los cuales los más usados han sido: proteínas, ácidos nucléicos, 

plasma sanguíneo, grasas, lipoproteínas, membranas biológicas, entre otros.(63, 64) 

Otra clasificación de los métodos está basada en el mecanismo de acción que 

inhibe la formación de RLs o interrumpe la propagación de estos y consta de 

cuatro categorías: secuestro de las especies que inician la oxidación, quelación de 

iones metálicos capaces de generar especies reactivas, frenado de la reacción en 

cadena de la autoxidación y disminución de la concentración de oxígeno 

focalizada.  

Dentro de los ensayos más utilizado se encuentran: el ensayo de fenoles totales 

utilizando reactivo Folin-Ciocalteu, el método del molibdato de amonio (TAOC), la 

actividad secuestradora del RL 2,2-difenil-1-picrilhidracilo, ensayo de la fuerza 
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antioxidante reducida del ión férrico (FRAP), ensayo de actividad quelante, método 

de tiocianato férrico (FTC) y el ensayo del ácido tiobarbitúrico (TBA).(64) 

1.6.1.1 Actividad secuestradora del radical libre DPPH• 

El ensayo se fundamenta en la medición de la capacidad de un antioxidante para 

estabilizar el radical libre DPPH•. La absorbancia característica de este radical, 

que posee un color violeta intenso, disminuye en presencia de un antioxidante 

(AH) u otro radical (R). Por tanto, es posible cuantificar la capacidad captadora de 

radicales libres que poseen determinados compuestos mediante la determinación 

espectrofotométrica a 517nm del grado de decoloración que provocan a una 

disolución metanólica o etanólica de DPPH.(65)  

DPPH·      +     AH                   DPPH-H    +    A· 

DPPH·      +     R·                    DPPH-H 

Los resultados se suelen expresar como IC50, es decir, la concentración de 

antioxidante necesaria para estabilizar un 50% del DPPH. Sin embargo, han 

surgido otros parámetros como la eficiencia antiradicálica (EA) basada en la 

cinética de la reacción y que involucran, además de la concentración de 

antioxidante, el tiempo necesario para ejercer su efecto.(66) 

1.7. Actividad antiinflamatoria 

El sistema inmune innato constituye la primera línea de defensa para el 

organismo. Se trata de una respuesta inespecífica frente a diversas agresiones 

(infección, estrés oxidativo, traumatismos, etc.).(67) La respuesta inflamatoria es 

propia del tejido conectivo vascularizado y surge con el fin defensivo de aislar y 

destruir al agente dañino, así como reparar el tejido u órgano dañado. En ella 

participan un gran número de mediadores químicos, células tisulares (células del 

endotelio vascular, mastocitos y macrófagos) y células sanguíneas (plaquetas y 

leucocitos).(68) En dependencia del tipo de estímulo es el patrón característico de 

respuesta y el tiempo necesario para la activación total de los componentes 

implicados, por lo que la intensidad del proceso inflamatorio depende del grado de 

lesión tisular.(69) En la mayoría de las circunstancias, la activación de los sistemas 

de defensa del organismo conduce a la eliminación de estos agentes sin 

manifestaciones visibles de inflamación. Sólo si estos se encuentran en grandes 
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cantidades, en sitios inusuales, o son capaces de modificar algunas de las 

funciones del sistema inmunológico, pueden ocurrir daños tisulares como 

consecuencia de las reacciones inmunes y esto a su vez facilita el desarrollo de 

diferentes enfermedades inflamatorias.(70) 

1.7.1. Métodos para determinar actividad antiinflamatoria  

La determinación de la actividad antiinflamatoria de nuevos compuestos y 

extractos vegetales se puede investigar a través de técnicas in vitro e in vivo. Las 

técnicas de evaluación de la actividad antiinflamatoria in vitro, permiten valorar el 

comportamiento celular o de algún mediador molecular específico tras simulación 

o activación del proceso inflamatorio utilizando células, fuera de un organismo 

vivo. Aunque se realizan estudios en varias líneas celulares, los macrófagos RAW 

264.7 son los más utilizados.(71, 72) 

Por su parte, las técnicas que permiten evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo 

se basan en la evaluación del efecto cuando transcurre de forma aguda o 

crónica.(73, 74) Generalmente estos estudios se desarrollan en roedores (ratas y 

ratones) pues resultan modelos experimentales adecuados por su similitud con los 

humanos en los procesos cinéticos que sufre el fármaco en el organismo.(75, 76) 

Tradicionalmente se han utilizado dos modelos de inflamación aguda, el edema 

plantar y el edema auricular. En el primero se administra un agente irritante (λ-

carragenina,(77) dextrano,(78) entre otros) en la aponeurosis plantar del animal 

transcurrido un tiempo de la administración de las sustancias de prueba y los 

controles. El volumen de la pata es medido antes y después de la inyección del 

irritante a diferentes tiempos, usando un pletismómetro de agua.(79) También 

puede determinarse a partir de la medición del grosor con un micrómetro o pie de 

rey.(80)  

En el segundo ensayo se aplica un agente irritante (TPA,(81) ácido araquidónico(82) 

o aceite de croton,(83) entre otros) en el pabellón auditivo del ratón. En este caso, 

la sustancia de prueba y los controles pueden administrarse de forma tópica. A 

diferentes tiempos, se mide la diferencia de espesor de la oreja antes y después 

de inducir la reacción inflamatoria con ayuda de un micrómetro; o a un tiempo 
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determinado dependiendo del agente irritante, los animales se sacrifican y se les 

extrae una porción de la oreja inflamada y otra idéntica de la no inflamada.  

Como modelo de inflamación crónica se utiliza, fundamentalmente, el granuloma 

inducido por discos de algodón descrito por Meier y col en 1950.(74) Otra técnica 

muy utilizada es la inducción de artritis en roedores donde se analiza la disfunción 

de miembros. Si bien la información que se obtiene no es absolutamente igual a la 

respuesta sobre el organismo humano, esta es más cercana a la esperada por ser 

organismos vivos donde ocurren procesos de ADME que pueden ser evaluados 

por largos periodos de tiempo.(76) Sin embargo, muchos factores pueden influir en 

los resultados que se obtienen debido a la complejidad de cada organismo.  

1.8. Consideraciones finales 

Los compuestos fenólicos, entre los cuales se encuentran los flavonoides, 

presentan una amplia distribución en la naturaleza.  

La síntesis de compuestos fenólicos en las plantas varía por factores como la 

radiación UV, estrés hídrico u ozono, y en este sentido pueden también estos 

factores potenciar su actividad. 

Su estructura química permite, muchas veces, ejercer actividad antioxidante. Esta 

transcurre por diferentes mecanismos de acción, los que se pueden englobar el 

secuestro y neutralización de radicales libres y quelación de iones metálicos, las 

que están íntimamente relacionadas con la actividad antiinflamatoria. 

La familia Myrtaceae y específicamente el género Eugenia presenta una gran 

cantidad de plantas con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.  

 

 

 

  



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiales y 

Métodos 



 

  

15 

 

Capítulo II. Materiales y Métodos 

 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 

El presente estudio se realizó en el Departamento de Ciencias Farmacéuticas de 

la Facultad Química-Farmacia de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las 

Villas (UCLV), en el período comprendido entre junio de 2016 y mayo de 2017. 

2.1. Equipos, materiales, reactivos y/o medicamentos empleados 

Equipos, instrumentos de medición. Reactivos 

 Balanza digital, SARTORIUS-B51245, 

Alemania.  

 Balanza analítica, BOECO, Alemania. 

 Baño ultrasónico, BRANSON 1510, 

México. 

 Centrífuga YINGTAL-TG16, China. 

 Cristalería de laboratorio. 

 Espectrofotómetro UV-VIS, Termo 

electrón, GENESYS 10UV, Estados 

Unidos. 

 Estufa, DHG-9146 A, China. 

 Jaulas de polipropileno con tapas de 

acero inoxidable, Jaula Metabólica 

(TECNIPLAST® 3700M071) 

 Jeringuillas (1 mL, 10 mL) 

 Micropipetas, RONGTAI, China. 

 Molino de cuchillas de 5 pulgadas, 

Chisty & Norris, Alemania. 

 Rotoevaporador, BÜCHI R200, Alemania. 

 Sonda intragástrica rígida 16G. 

 Zaranda  MLV-THYS2, Alemania. 

 13-acetato de 12-o-

tetradecanoilforbol SIGMA-

ALDRICH. 

 2,2- difenil-picril-hidracilo (DPPH), 

SIGMA-ALDRICH. 

 3-Coumarina, SIGMA-ALDRICH. 

 Acetona, SIGMA-ALDRICH. 

 Carbón activado, UNI-CHEM. 

 Carbonato de sodio, MERCK. 

 Cloruro férrico, MERCK. 

 Cloruro ferroso, MERCK. 

 Etanol absoluto, MERCK. 

 Eugenol, SIGMA-ALDRICH. 

 Halotano BP, Piramal Healthcare. 

 Indometacina, SIGMA-ALDRICH. 

 Metanol, Lichrosolv, Merck. 

 Pirocatecol, SIGMA-ALDRICH 

 Reactivo Folin-Ciocalteau (FCR), 

SIGMA-ALDRICH. 

 Rutina, ACROS-ORGANICS. 

 Tricloruro de aluminio, MERCK. 

2.2. Recolección y preparación del material vegetal 

La recolección del material vegetal se realizó de manera mensual, en lotes 

independientes en los primeros 15 días de cada mes, en horas tempranas de la 

mañana en el Jardín Botánico de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las 
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Villas. Previo a su recolección se realizó la comprobación botánica de la especie 

por el Dr. C. Idelfonso Castañeda Noa, especialista en Taxonomía Vegetal. 

Ejemplares de la planta se compararon con muestras identificadas en el herbario 

localizado en el Jardín Botánico de la citada institución. El material recolectado fue 

trasladado en bolsas de nylon hasta el laboratorio de Farmacognosia y Química 

Farmacéutica del Departamento de Ciencias Farmacéuticas, donde se lavó con 

agua potable y se procedió a la selección de las hojas como parte de interés del 

material vegetal recolectado. Las hojas de E. clarensis se secaron en estufa 

durante 3 días a 30oC y se pulverizaron en un molino de cuchillas con tamiz de 

3mm a 6000rpm, las muestras secas y molinadas se conservaron en bolsas 

independientes, en una desecadora protegidos de la luz y la humedad. 

2.2.1. Obtención de los extractos etanólicos de las hojas de E. clarensis 

Se pesaron 5 g de la muestra vegetal seca y molinada correspondiente a cada 

mes y se transfieren a un balón de 250 mL se añadieron 50 mL de etanol absoluto 

y se maceraron con agitación continua en zaranda durante 24 horas, realizándose 

dos extracciones sucesivas bajo las mismas condiciones. Los extractos se 

combinaron y se eliminó la clorofila por tratamiento con carbón activado al 1%. 

Posteriormente se filtró el extracto y se llevó a sequedad bajo presión reducida en 

un rotoevaporador. El procedimiento se realizó por duplicado para cada lote de 

ensayo. 

2.3. Determinación del contenido fenólico total en los extractos obtenidos 

2.3.1. Determinación de fenoles totales 

El contenido total de compuestos fenólicos en los extractos de E. clarensis se 

determinó según el método de Nurmi (1996), empleando la reacción de Folin-

Ciocalteu y utilizando ácido gálico como compuesto de referencia.(84) 

Preparación de la curva de calibración de ácido gálico:  

Para la curva de calibración se preparó una solución pesándose 2 mg de ácido 

gálico, estos se disolvieron en agua destilada y se enrasó a un volumen de 10 mL 

para la obtención de una disolución madre de concentración 0,2 mg/mL. 

Procedimiento:  
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Se pipetearon alícuotas de 50, 100, 150, 200 y 250 μL de la disolución madre de 

ácido gálico, se adicionaron 200 μL del reactivo de Folin-Ciocalteu, 2 mL de 

Na2CO3 7% y se completó con agua destilada hasta un volumen de 5 mL. 

Transcurridos 30 minutos se midió la absorbancia a 765 nm utilizando como 

blanco la solución preparada por el mismo procedimiento sin la muestra. 

Preparación de los extractos de E. clarensis:  

Se preparó una solución madre a partir de los extractos secos de E. clarensis a 

una concentración de 1 mg/mL en acetona correspondientes a cada muestra.  

Procedimiento:  

A partir de esta disolución madre se tomaron alícuotas de 300 μL y se transfirieron 

a volumétricos de 5 mL. Se adicionaron 200 μL del reactivo de Folin-Ciocalteu, 2 

mL de Na2CO3 al 7% y se enrazó finalmente con agua destilada. Luego de 

transcurrir 30 minutos se midió la absorbancia a 765 nm. La cantidad de 

compuestos fenólicos en cada extracto se determinó a partir de la ecuación de la 

recta obtenida en la curva de calibración del ácido gálico y se expresó como 

miligramos de contenido fenólico equivalentes a ácido gálico por gramo de 

extracto seco (mgEAG/gES). 

2.3.2. Determinación de flavonoides totales 

El contenido total de flavonoides en los extractos de E. clarensis se determinó 

empleando el reactivo AlCl3, donde se siguió la metodología propuesta en la 

bibliografía(85) con algunas modificaciones y utilizando la rutina como el compuesto 

patrón. 

Preparación de la curva de calibración de rutina:  

Para la curva de calibración se preparó una solución pesándose 2 mg de rutina, se 

disolvieron en agua destilada y se enrasó a un volumen de 10mL, para obtener 

una disolución madre de concentración 0,2 mg/mL. 

Preparación de la solución de AlCl3:  

Se pesaron 500mg de AlCl3 y se disolvieron en 25 mL de una disolución de ácido 

acético al 5% en metanol para una concentración de 20 mg/mL.                                                        

Procedimiento:  
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Se pipetearon alícuotas de 200, 400, 600, 800, 1000 μL de la disolución madre de 

rutina y se enrasó a 1 mL con metanol. A continuación se adicionó 1 mL de AlCl3. 

Transcurridos 15 minutos se midió la absorbancia a 430 nm utilizando como 

blanco la solución preparada por el mismo procedimiento sin la muestra. 

Preparación de los extractos de E. clarensis:  

Se preparó una solución madre a partir de los extractos secos de E. clarensis a 

una concentración de 5 mg/mL en acetona correspondientes a cada muestra.  

Procedimiento:  

En todos los casos se tomaron alícuotas de 500 μL y se completó con metanol 

para obtener un volumen de muestra de 1 mL. A continuación se adicionó 1 mL de 

AlCl3. Transcurridos 15 minutos se midió la absorbancia a 430 nm. La cantidad de 

compuestos flavonoides en cada extracto se determinó a partir de la ecuación de 

la recta obtenida en la curva de calibración de rutina y se expresó como 

miligramos de flavonoides equivalentes a rutina por gramo de extracto seco 

(mgER/gES). 

2.4. Evaluación de la actividad farmacológica de los extractos etanólicos de E. 

clarensis 

2.4.1. Evaluación de la actividad antioxidante in vitro de los extractos obtenidos por 

el método de la actividad secuestradora del radical libre DPPH• 

La actividad antioxidante de los extractos etanólicos de E. clarensis procedentes 

de cada lote mensual se evaluaron mediante el método de actividad secuestradora 

del radical libre DPPH•(86) 

Preparación de la solución de DPPH:   

Se pesaron 0,004g de DPPH y se disolvieron con metanol hasta volumen de 

100mL para una concentración de 0,004% (p/v). 

Procedimiento:  

Se prepararon soluciones en acetona de los extractos correspondientes a cada 

mes, a una concentración de 0.5 mg/mL. Se tomaron alícuotas de 50, 100, 150, 

200 y 250 µL. En todos los casos se completó con metanol para obtener un 

volumen de muestra de 1 mL. Se adicionaron 3 mL de la solución de DPPH y se 
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colocaron durante 30 minutos en la oscuridad. Luego se midió la absorbancia a 

517 nm frente a un blanco, metanol.(87) 

Se calculó el porcentaje de inhibición del radical libre DPPH•
 utilizando la 

expresión: 

100 x 
A

A - A
 or  secuestrad  Efecto  %

DPPH

SDPPH  

Donde:  

ADPPH es la absorbancia del control (contiene todos los reactivos excepto la 

muestra).  

AS: es la absorbancia de la muestra.  

Se calculó el valor de IC50 (concentración de muestra que se requiere para reducir 

el 50% del radical DPPH•) para cada muestra utilizando la ecuación de regresión 

obtenida a partir de concentraciones de extractos y de sustancias de referencia y 

el porcentaje de inhibición de la formación de radicales libres. 

2.4.2. Evaluación in vivo de la actividad antiinflamatoria de los extractos 

obtenidos  por el modelo de edema auricular inducido por TPA 

Los animales de experimentación se suministraron por el Centro Nacional de 

Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB) acompañados del 

correspondiente certificado de calidad Genética e Higiénico Sanitaria (Anexo 1). 

Los animales fueron mantenidos durante 7 días en adaptación a las condiciones 

experimentales con una temperatura de 25±1°C, humedad relativa de 60±5% y 

ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas. Recibieron alimentación controlada 

(Alimento concentrado CMO 1000 en forma de pellet) con su correspondiente 

Certificado de Calidad (Anexo 2) y agua potable apta para consumo ab libitum. Se 

alojaron en jaulas de polipropileno a razón de 6 animales por jaula.  

Material biológico:  

Se utilizaron ratones BALB/c hembras con peso de 20 ± 2g dispuestos en grupos 

de seis animales cada uno. 

Procedimiento y diseño experimental:  

Se utilizó el modelo de edema auricular inducido por TPA descrita por De Young et 

al. (1989)(88) y modificada por Payá et al. (1993).(89) 
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Se administraron de forma tópica 2,5 μg de TPA por oreja, disueltos en 20 μL de 

una mezcla de acetona: agua: etanol (4:1:5), a razón de 10 μL por cada lado de la 

oreja derecha del ratón (tratada). Simultáneamente, se aplicó de forma tópica la 

sustancia de referencia indometacina (grupo control positivo) o el extracto 

etanólico de E. clarensis correspondiente a cada mes de estudio (grupos 

problema) disueltos en 20 μL de la misma mezcla y a las dosis de 0,5 mg y 1 mg 

por oreja, respectivamente. 

Transcurridas cuatro horas desde la aplicación del agente irritante, se sacrificaron 

los animales por dislocación cervical y se tomaron secciones circulares de 

aproximadamente 6 mm de diámetro de ambas orejas (tratada y no tratada) con 

ayuda de un sacabocado. Se pesaron las secciones circulares de las orejas y se 

determinó la inflamación por la diferencia de peso entre ellas, para cada animal. 

Los compuestos se consideraron activos cuando existieron diferencias 

significativas con el control negativo (p<0,05). El porcentaje de inhibición del 

edema se determinó según la expresión matemática: 

              
     

  
      

             
     

  
      

 

 

 

 

 

Donde 

Wt: peso de la sección de la oreja 

tratada con el agente irritante. 

Wo: peso de la sección no tratada 

Ic: porcentaje de inflamación media del 

grupo control. 

It: porcentaje de inflamación media de 

cada grupo tratado.

Se considera como actividad antiinflamatoria moderada la inhibición del edema del 

35 al 65% y como buen efecto antiinflamatorio un valor mayor de 65%.(90) 

2.5. Evaluación in vivo de la actividad antiinflamatoria por el modelo de edema 

plantar inducido por λ-carragenina 

Material biológico:  
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Se emplearon ratas albinas machos de la línea Wistar con peso de 170 ± 10g. Los 

animales se privaron de alimentación 18 horas antes de iniciar el experimento y de 

agua potable 1 hora antes. 

Procedimiento y diseño experimental:  

El edema plantar se produjo con el agente flobógeno λ-carragenina al 1%. Las 

ratas se dividieron, aleatoriamente, en 5 grupos de 6 animales cada uno, 

conformándose los siguientes grupos experimentales: 

I. Control Negativo: Cloruro de Sodio 0,9%: 10 mL/kg. 

II. Control Positivo: Indometacina: 10 mg/kg. 

III. Extracto etanólico de las hojas de E. clarensis: 200 mg/kg. 

IV. Extracto etanólico de las hojas de E. clarensis: 400 mg/kg. 

V. Extracto etanólico de las hojas de E. clarensis: 800 mg/kg. 

En todos los casos la administración se realizó por vía oral a través de cánulas 

intragástricas. Se midió con un pie de rey el grosor de la pata posterior derecha 

del animal antes de la administración de las sustancias. Luego se inyectó 0,1 mL 

de una solución acuosa de carragenina al 2% en la aponeurosis de la pata de 

cada animal. Transcurridas 1, 2, 3, 4 y 5 horas de administrada la carragenina, se 

midió el grosor de la pata inflamada en cada uno de los grupos y se valoró si 

existían diferencias entre las mediciones realizadas.(91) Los compuestos se 

consideraron activos cuando existieron diferencias significativas con el control 

negativo (p<0,05).   

2.6. Eutanasia 

La eutanasia en los ratones se realizó por dislocación cervical con previa 

atmósfera de éter según establece la AVMA, la Unión Europea y el Consejo 

Canadiense del Cuidado de Animales.(92-94) 

2.7. Consideraciones éticas 

Todos los investigadores respetaron los principios éticos que rigen la 

experimentación animal, garantizando el bienestar y la protección de los mismos, 

tanto por la sensibilidad humana ante el sufrimiento animal, como por garantizar la 

validez de los resultados obtenidos, cumpliéndose con las Normas de Bioética y 
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Bioseguridad establecidas. Los estudios se realizaron cumpliendo las guías de 

buenas prácticas(95) para el cuidado y uso de animales de laboratorio.(96) 

2.8. Análisis estadístico  

Los datos se representan como media aritmética ± desviación estándar. La 

comparación entre las medias se realizó a través de un análisis de varianza 

(ANOVA). Cuando se obtuvieron diferencias intragrupos se aplicó el test de la t de 

Dunnett y el test de Tukey, implementados en el programa SPSS v.22, utilizando 

un intervalo de confianza del 95% y un nivel de significación (p) menor de 0,05 y 

0.001. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Recolección y preparación del material vegetal 

El material vegetal se colectó en buen estado vegetativo y libre de materias 

extrañas, identificándose a través de herramientas taxonómicas, como Eugenia 

clarensis Britton & P.Wilson. La recolección se realizó en la primera semana de 

cada mes durante doce meses consecutivos. La identificación se realizó mediante 

observación directa de la planta, comparándolas con descripciones publicadas en 

la literatura.(97)  Adicionalmente, se comparó con la muestra depositada en el 

herbario con el número 8015, correspondiendo en su totalidad con las 

características botánicas para la citada especie.  

3.1.1. Obtención de los extractos etanólicos de las hojas de E. clarensis 

Los extractos procedentes de las hojas de E. clarensis se obtuvieron por 

maceración, con agitación continua, con etanol absoluto durante 24 horas según 

refiere Puerto Abrahan en 2014.(42) Posteriormente los extractos se sometieron a 

un proceso de tratamiento con carbón activado al 1%. Como resultado, en cada 

caso, se obtuvo un extracto de color amarillo transparente, que al ser 

rotoevaporado a sequedad permitió obtener un extracto seco amorfo, siendo 

característico su olor aromático intenso y relativa higroscopicidad.(5, 98)  

3.2. Determinación del contenido fenólico total en los extractos obtenidos 

La determinación del contenido fenólico total en extractos obtenido de plantas 

medicinales ha sido reportada en múltiples investigaciones, justificada por la 

relación directa de estos compuestos con una alta variedad de efectos 

biológicos.(44) En la presente investigación este contenido se calculó empleando 

una curva de calibración de ácido gálico (Figura 2).  

 

Figura 2. Curva de calibración de ácido gálico. 
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El contenido fenólico obtenido para los extractos etanólicos de E. clarensis 

correspondientes a los meses en estudio, expresado como la cantidad (mg) 

equivalente a ácido gálico por gramo del extracto y calculado a partir de esta recta 

con coeficiente de correlación R2=0,9969, se muestra en la Tabla 1.  

Tabla 1. Contenido fenólico de los extractos de E. clarensis en el período 

evaluado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se obtuvieron variaciones del contenido fenólico cada mes, sin existir un patrón 

definido según la época del año. Los máximos valores resultaron en el mes de 

febrero (92,88 mgEAG/gES) seguido por el mes de mayo (90,27 mgEAG/gES), 

mientras que los más bajos se obtuvieron para junio y julio con 41,90 y 39,12 

mgEAG/gES, respectivamente.  

Por otra parte, el contenido total de flavonoides se calculó utilizando la curva de 

calibración de rutina como patrón de referencia, obteniéndose un coeficiente de 

correlación R2=0.9930 (Figura 3). 

 

Figura 3. Curva de calibración de la rutina. 

Meses 
Contenido fenólico total 

(mgEAG/gES) 

junio 

julio 

agosto 

septiembre 

octubre 

noviembre 

diciembre 

enero 

febrero 

marzo 

abril 

mayo 

41,90 ± 3,2 

39,12 ± 4,5 

65,12 ± 2,9 

82,09 ± 2,6 

68,68 ± 2,7 

56,29 ± 1,9 

61,80 ± 2,2 

65,27 ± 5,8 

92,88 ± 4,4 

52,58 ± 3,8 

58,07 ± 4,9  

90,27 ± 3,5  
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En la Tabla 2 aparece reportado el contenido de flavonoides totales en los 

extractos evaluados y expresados como la cantidad (mg) equivalente a rutina por 

gramo del extracto. En este caso los mayores valores se obtienen para los 

extractos obtenidos en los meses de febrero y mayo, con valores de 43,43 y 71,11 

(mgER/gES) respectivamente. Para el resto de los meses, las concentraciones de 

flavonoides mostraron variaciones discretas. 

Tabla 2. Contenido de flavonoides totales de los extractos de E. clarensis en el 

período evaluado. 

Meses 
Contenido de flavonoides totales 

(mgER/gES) 

junio 

julio 

agosto 

septiembre 

octubre 

noviembre 

diciembre 

enero 

febrero 

marzo 

abril 

mayo 

28,86 ± 3,3 

27,76 ± 1,9 

29,39 ± 3,1 

31,31 ± 3,2 

38,53 ± 3,2 

32,41 ± 1,8 

29,74 ± 1,5   

25,43 ± 4,9 

43,43 ± 1,4 

30,17 ± 4,6 

41,37 ± 5,9 

71,11 ± 2,2 

En la investigación se obtuvieron contenidos de fenoles superiores al de los 

flavonoides en todos los extractos evaluados. Esto se encuentra dentro de lo 

esperado, siendo los flavonoides un subgrupo de los compuestos fenólicos. En el 

estudio se obtuvo una estabilidad en todos los meses con pequeñas fluctuaciones 

hacia el incremento en los meses de febrero y mayo. La mayor cantidad de 

fenoles totales puede estar dado a la presencia de otros metabolitos secundarios 

como taninos y coumarinas que influyen directamente en la determinación total de 

compuestos con grupos hidroxilo. Resultados similares han sido publicados en la 

literatura para especies vegetales como Pistacia atlantica donde se evaluó el 

contenido fenólico de la planta en un estudio estacional, de género y de región.(99)  

Existen otras publicaciones donde se muestra que la época del año influye de 

manera importante en la producción de metabolitos secundarios. Zarate Bello 

(2012) realizó la cuantificación de compuestos fenólicos totales de látex y corteza 
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de Croton draco var. draco Schltdl & Cham en diferentes períodos del año 

resultando otoño la estación en la que se obtuvo la mayor cantidad de estos 

compuestos. En dicha investigación se muestran diferencias significativas entre 

otoño e invierno y primavera; en estas dos últimas estaciones no se presentaron 

diferencias entre sí.(100) 

Por su parte, Valares (2011), determinó la variación cuantitativa estacional en 

flavonoides y diterpenos, en hojas jóvenes, maduras y tallos de Cistus ladanifer, 

los resultados evidenciaron una diferencia significativa entre la estacionalidad 

estudiada siendo en verano cuando se obtuvo la mayor cantidad de estos 

compuestos y en invierno la menor. En primavera y otoño se cuantificaron 

cantidades intermedias.(101)  

Según estos autores no existe una relación directa en general para todas las 

especies entre la época del año y el contenido fenólico. Es por esta razón que se 

hace indispensable el estudio de las características de cada especie vegetal por 

separado con la finalidad de obtener fitofármacos de buena calidad, dado que la 

actividad farmacológica puede variar significativamente según la composición 

química y esta a su vez puede estar dada por las diferentes épocas de 

recolección.  

3.3. Evaluación de la actividad farmacológica de los extractos etanólicos de E. 

clarensis 

Los compuestos fenólicos son los metabolitos secundarios más abundantes en las 

plantas y poseen diversas actividades biológicas, como la antioxidante y la 

antiinflamatoria. Ambas actividades se relacionan partiendo del hecho que los 

radicales libres que se forman durante el proceso de estrés oxidativo pueden 

dañar proteínas, lípidos y otras biomoléculas causando eventualmente inflamación 

sistemática crónica.(45, 49) Es por esto que se llevó a cabo la determinación de la 

actividad antioxidante y antiinflamatoria de los extractos obtenidos por la droga 

recolectada en los diferentes meses de estudio. 

3.3.1. Evaluación de la actividad antioxidante in vitro de los extractos por el método 

de la actividad secuestradora del radical libre DPPH• 

Los radicales libre son elaborados continuamente como un producto del 

metabolismo normal de cada célula e inactivados por un conjunto de mecanismos 
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enzimáticos y de atrapamiento. Cuando el organismo es incapaz por sí solo de 

corregir la elevación de los niveles de estos radicales se necesitan los  

antioxidantes, los que engloban un grupo de sustancias que presentan estructuras 

químicas y mecanismos de acción muy variados.(102) 

En la actualidad, las propiedades antioxidantes de extractos, aceites esenciales y 

compuestos puros pueden ser evaluados utilizando varios ensayos in vitro, 

destacándose  los que miden la habilidad secuestradora a los radicales libres.(102) 

Este es un método espectrofotométrico rápido y sencillo. El DPPH se comercializa 

ya en la forma de radical y sencillamente requiere su disolución en metanol o 

etanol para el desarrollo del método. Es un radical estable en disolución con el 

color violeta característico a causa del electrón libre en todas partes de la 

molécula que da una absorbancia fuerte máximo a 517 nm. Cuando se mezcla la 

solución de DPPH con una sustancia donadora de átomo de hidrógeno, el DPPH-

H reducido formado tiene un color amarrillo.(102) 

El grado de decoloración indica la capacidad secuestradora de DPPH. A mayor 

decoloración de la solución de DPPH, mayor será la actividad antioxidante y eso 

se refleja en el valor menor de IC50, que es la concentración necesaria causante 

del 50% de la inhibición de la absorbancia.(102) 

En este ensayo se obtuvieron las curvas de calibración correspondientes a cada 

uno de los extractos evaluados en el estudio y compuestos de origen natural con 

actividad antioxidante conocida (rutina, pirocatecol, 3-coumarina y eugenol).  Las 

ecuaciones de las rectas obtenidas para los extractos mostraron coeficientes de 

correlación R2>0,92 para todos los casos. En las figuras 4, 5 y 6 aparecen 

reflejados estos datos. Cada curva muestra que la actividad secuestradora se 

incrementa con el aumento de la concentración de la muestra debido a la reacción 

de donación de electrones entre las moléculas de antioxidante y los radicales 

libres.(103) 
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D 

 

E 
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Figura 4. Curvas de calibración obtenidas para los extractos estudiados en el 

ensayo de la actividad secuestradora del radical libre DPPH• (A: Extracto junio, B: 

Extracto julio, C: Extracto agosto, D: Extracto septiembre, E: Extracto octubre, F: 

Extracto noviembre). 
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Figura 5. Curvas de calibración obtenidas para los extractos estudiados en el 

ensayo de la actividad secuestradora del radical libre DPPH● (A: Extracto 

diciembre, B: Extracto enero, C: Extracto febrero, D: Extracto marzo, E: Extracto 

abril, F: Extracto mayo). 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

Figura 6. Curvas de calibración obtenidas para los patrones utilizados en el 

ensayo de la actividad secuestradora del radical libre DPPH● (A: Rutina, B: 

Pirocatecol, C: Eugenol, D: 3-Coumarina). 

A partir de las curvas de calibración se calculó la concentración necesaria para 

obtener el 50% de efecto secuestrador del radical DPPH• (IC50). Los resultados de 

IC50 obtenidos para cada extracto aparecen reportados en la Tabla 3. 

Tabla 3. Valores de IC50 de la actividad secuestradora del radical DPPH• de los 

patrones  antioxidantes y los extractos evaluados. 

Muestra 
Concentraciones 

µg/mL 
Efecto secuestrador 

DPPH 
IC50 (µg/mL) 

Rutina 

5 40,26 

10,29 
10 50,90 

15 55,19 

20 70,58 
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Eugenol 

10 25,33 

36,11 

20 36,10 

30 45,97 

40 54,33 

50 62,03 

Pirocatecol 

38 34,07 

71,27 
76 52,12 

114 73,08 

152 82,96 

3-Coumarina 

142 44,65 

192,75 
284 57,42 

426 83,35 

568 92,27 

junio 

25 47,47 

49,09 

50 50,00 

75 54,67 

100 55,45 

125 59,34 

julio 

25 46,01 

59,17 

50 47,71 

75 53,48 

100 55,69 

125 57,22 

agosto 

25 44,78 

44,38 

50 52,41 

75 55,47 

100 58,84 

125 64,63 

septiembre 

25 41,33 

41,62 

50 55,97 

75 64,62 

100 70,61 

125 80,62 

octubre 

25 40,04 

73,33 

50 44,27 

75 47,37 

100 57,69 

125 63,57 

noviembre 

25 37,26 

75,63 

50 39,62 

75 46,60 

100 59,72 

125 67,74 
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diciembre 

25 43,94 

51,90 

50 50,07 

75 54,74 

100 61,61 

125 64,53 

enero 

25 43,54 

57,00 

50 47,55 

75 54,38 

100 69,54 

125 74,00 

febrero 

25 45,98 

37,38 

50 55,76 

75 63,59 

100 75,87 

125 88,59 

marzo 

25 29,54 

77,95 

50 38,62 

75 48,28 

100 61,26 

125 67,01 

abril 

25 39,52 

69,52 

50 45,05 

75 55,29 

100 58,25 

125 59,84 

mayo 

25 46,57 

35,27 

50 56,37 

75 67,52 

100 76,35 

125 91,91 

Los resultados de IC50 oscilan entre 35 y 77 μg/mL donde los meses de mayo y 

febrero constituyen los de menor valor con 35,23 y 37,38 μg/mL, respectivamente. 

De esta forma estos extractos representan los de mayor capacidad antioxidante. 

Sin embargo, los meses de octubre (73,33 μg/mL), noviembre (75,63 μg/mL) y 

marzo (77,95 μg/mL) reflejan la menor capacidad antioxidante.  

En sentido general, los extractos exhiben valores mayores que los que se obtienen 

para los patrones rutina y eugenol con 10,29 y 29,00 μg/mL, respectivamente; sin 

embargo resultan menores que el obtenido para la 3-coumarina con 192,75 μg/mL. 

Es de destacar que algunos extractos de E. clarensis muestran concentraciones 

cercanas al patrón pirocatecol (71,27 μg/mL), mientras que para otros, estas son 

menores reflejando un mayor efecto antioxidante. A partir de estos resultados se 
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puede plantear que los extractos, a las concentraciones evaluadas, presentan una 

capacidad antiradicálica similar a la de los patrones evaluados. La actividad 

antiradicálica de las muestras estudiadas se resume en el siguiente orden:  

Rutina > Eugenol > Ext. mayo > Ext. febrero > Ext. septiembre > Ext. agosto > Ext. 

junio > Ext. diciembre > Ext. enero > Ext. julio > Ext. abril > Ext. octubre> Ext. 

noviembre > Ext. marzo > Pirocatecol > 3-Coumarina 

3.3.2. Evaluación in vivo de la actividad antiinflamatoria de los extractos por el 

modelo de  edema auricular inducido por TPA                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Considerando los resultados para la actividad antiradicálica de los extractos, estos 

se evaluaron en el modelo de edema auricular inducido por TPA. Este método se 

basa en la aplicación del TPA, uno de los componentes responsables de la acción 

irritante del aceite de crotón, en el pabellón auditivo del ratón. La respuesta 

inflamatoria consiste en eritema, edema e infiltración por leucocitos 

polimorfonucleares, así mismo se liberan mediadores de tipo eicosanoides y se 

induce la desgranulación de mastocitos.(104) En consecuencia, las sustancias 

inhibidoras de la biosíntesis de prostaglandinas y leucotrienos son evaluables por 

esta técnica.(105)  

Tabla 4. Actividad antiinflamatoria del extracto etanólico de Eugenia clarensis por 

el modelo de edema auricular inducido por TPA.  

No Sustancia   ∆Pe  (mg) Inhibición (%) 

- Control 15,7 ± 2 - 

- Indometacina   1,3 ± 1* 91 

1 Junio 0,7 ± 0,4* 95 

2 Julio  1,1 ± 0,7* 93 

3 Agosto 1,0 ± 0,6* 93 

4 Septiembre 1,2 ± 0,3* 92 

5 Octubre 1,5 ± 0,3* 90 

6 Noviembre 1,7 ± 1,0* 88 

7 diciembre 1,6 ± 0,8* 90 

8 Enero 1,4 ± 0,4* 90 

9 Febrero 0,4 ± 0,3* 97 

10 Marzo 0,6 ± 0,4* 96 

11 Abril 1,1 ± 0,5* 94 

12 Mayo  1,0 ± 0,7* 94 

ΔPe = incremento de peso en mg. * Los valores representan la media ± DE (n=6). 
* Diferencias significativas comparado con el grupo control; p<0,001 (t de Dunnett). 
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Los resultados obtenidos para los compuestos evaluados se muestran en la Tabla 

4. En este ensayo se valora el incremento de peso de las orejas, tratada y no 

tratada, del animal de experimentación al cabo de 4 horas, donde se considera 

que el edema es máximo después de la aplicación del agente irritante (106). Una de 

las ventajas de este método reside en la pequeña cantidad de muestra que 

requiere, debido a la acción local del agente flobógeno que, por otro lado, está 

libre de posibles restricciones de índole farmacocinética (73).  

Según el estudio, los extractos de los diferentes meses (dosis de 1mg por oreja) 

evitan la formación del edema auricular inducido por TPA, en comparación con el 

edema mostrado en los animales del grupo control negativo que sólo recibieron el 

vehículo y el agente flobógeno.  

Los extractos mostraron valores de inhibición por encima del 90%, solo el del mes 

de noviembre mostró valores inferiores con 88% de inhibición, por lo que se puede 

decir que todos los extractos poseen un buen efecto antiinflamatorio. En todos los 

casos, se observaron diferencias significativas con el control negativo (p<0.001), 

sin embargo no se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas entre los 

resultados de incremento de peso de los extractos. El mes de febrero exhibió el 

mayor porcentaje de inhibición (97%). Los resultados son similares 

estadísticamente a los obtenidos para el control positivo, indometacina, potente 

fármaco antiinflamatorio inhibidor de la síntesis de prostaglandinas (p>0.05).  

3.3.3. Correlación de la actividad farmacológica de los extractos etanólicos de E. 

clarensis con el contenido fenólico  

Las determinaciones de los contenidos de fenoles y flavonoides totales, así como 

la capacidad secuestradora del radical libre DPPH• a la concentración de 125 

µg/mL, posibilitó establecer relaciones entre las actividades fitoquímica y 

farmacológica para los extractos etanólicos de E. clarensis de cada uno de los 

meses. En la figura 7 se muestra de forma gráfica los resultados obtenidos para 

los metabolitos evaluados contra la actividad antioxidante.  
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Figura 7. Relación entre la actividad antioxidante y el contenido fenólico.  

De esta forma se observa una tendencia similar para el contenido de fenoles y el 

efecto secuestrador, de modo que el aumento del primero causa un incremento 

del segundo.  

A 

 

B

 

Figura 8. Correlación entre el contenido de fenólico de los extractos de E. 

clarensis y su actividad antioxidante (A: Fenoles totales, B: Flavonoides). 

En la figura 8-A se puede observar la correlación lineal directa que existe entre 

estos a partir de la ecuación de la recta con pendiente positiva y el coeficiente de 

R2=0,82, sin embargo en la figura 8-B no se observa una adecuada correlación 

lineal entre el contenido de flavonoides y el efecto secuestrador, con un coeficiente 

de correlación de R2=0,42. 
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Cabe señalar que los flavonoides son solo un subgrupo de los compuestos 

fenólicos y que la actividad antioxidante no está simplemente relacionada con 

ellos. Los siguientes hechos deben ser tomados en cuenta: la existencia de 

agliconas libres y su incorporación a la determinación, además el hecho de que 

pueden ocurrir interacciones entre los componentes del extracto. En este sentido 

el sinergismo de los flavonoides con tocoferoles, palmitato ascorbil y ácido cítrico 

ya ha sido reportado.(107) 

De igual forma se determinó la correlación lineal entre la ganancia de peso de las 

porciones de orejas, como medida de la actividad antiinflamatoria tópica de los 

extractos, y el contenido de fenoles y flavonoides totales  

En la figura 9 se muestra de forma gráfica los resultados obtenidos para la 

ganancia de peso auricular y el contenido fenólico en cada mes de estudio.  

 

Figura 9. Relación entre la ganancia de peso auricular y el contenido fenólico. 

Las variaciones obtenidas en el peso auricular de los animales tratados muestran 

pequeñas oscilaciones entre los meses, mientras que el contenido de fenoles y 

flavonoides totales varía considerablemente. Un incremento del contenido de los 

metabolitos, debería corresponderse con una menor ganancia de peso de las 

porciones auriculares de los grupos de animales tratados con los extractos y esto 
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a su vez con una mayor actividad antiinflamatoria. Esto solo es apreciable en el 

mes de febrero.  

En la figura 10-A y 10-B se muestran las correlaciones lineal entre la ganancia de 

peso y los contenidos de fenoles y flavonoides totales, respestivamente. 

Aún cuando las pendientes de las rectas obtenidas indican un comportamiento 

inversamente proporcional, los coeficientes de correlación son pequeños con 

R2=0.02 y R2=0.03, respectivamente.  

A  

 
 

B 

 

Figura 10. Correlación entre la ganancia de peso auricular y el contenido fenólico. 

De este resultado se puede inferir que el efecto antiinflamatorio no esta dado por 

la cantidad de fenoles y flavonoides totales. Pudiera deberse a la concentración 

estable, en los meses del año, de algunos compuestos pertenecientes a estos 

grupos y que influyen directamente sobre la actividad. Sin embargo esto es poco 

probable si se tiene en cuenta lo reportado por varios autores, que plantean la 

variación de flavonoides en función de la estación del año, la temperatura, la 

iluminación del dia, etc.(99) Otra explicación podría ser la de la variación 

compensadora entre las concentraciones de algunos flavonoides, taninos u otros 

metabolitos presentes en las hojas de la planta y que son extraídos con el 

disolvente e influyen en conjunto para el manteninimiento de las funciones de la 

planta y que poseen actividad antiinflamatoria. 
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3.4. Evaluación in vivo de la actividad antiinflamatoria por el modelo de edema 

plantar inducido por λ-carragenina 

Considerando los resultados obtenidos para la actividad farmacológica, se 

procedió a evaluar la actividad antiinflamatoria de la especie utilizando el modelo 

de edema plantar inducido por λ-carragenina. Mediante esta técnica, se valora la 

capacidad de las sustancias de inhibir el edema producido en la pata trasera de la 

rata, tras la administración subcutánea en el nivel de la aponeurosis plantar de una 

solución de este mucopolisacárido sulfatado, extraído del alga marina Chondrus 

crispus. De esta forma, se provoca una reacción de carácter inflamatorio agudo no 

específica y de tipo bifásica, que resulta de la acción secuencial de varios 

mediadores: histamina, serotonina, bradiquinina y prostaglandinas. La fase inicial 

es atribuida a la liberación de histamina y serotonina mientras que en la segunda 

fase predominan las prostaglandinas: E1, E2 y F2.
(108, 109) El edema mantenido entre 

la primera y segunda fase es debido a la bradicinina y diversos factores del 

complemento implicados en la inflamación que actúan como amplificadores de la 

respuesta.(110) Otro importante mediador en este proceso es el óxido nítrico 

producido por las enzimas óxido nítrico sintetasas constitutivas e inducibles, en la 

primera y segunda fase de la inflamación, respectivamente.(111, 112) Estos 

mediadores químicos producen un incremento de la permeabilidad vascular, 

promoviendo la acumulación de fluidos en los tejidos y como consecuencia el 

desarrollo del edema,(113) el cual es empleado como variable para la evaluación de 

la actividad antiinflamatoria en este modelo experimental.(77) 

El efecto antiinflamatorio de una sustancia a través de esta técnica puede ser 

determinado por varias vías. Usualmente, el volumen de la pata inyectada es 

medido antes de la aplicación del irritante y posteriormente. El incremento en el 

volumen del miembro del grupo tratado es comparado en el tiempo con el del 

grupo control que sólo recibe el vehículo. Muchos métodos han sido descritos, 

desde simples y menos exactos hasta otros electrónicamente sofisticados.(74) En 

este trabajo se utilizó un pie de rey para el seguimiento del edema en el tiempo, 

donde se hicieron mediciones cada hora hasta un tiempo total de cinco horas 

después de la administración de la λ-carragenina. 
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Para la evaluación del extracto se utilizaron las dosis de 200, 400 y 800 mg/Kg.  

Los valores de edema y los porcentajes de inhibición respecto al grupo control 

negativo (cloruro de sodio 0,9%), se muestran en Tabla 5. 

Tabla 5. Actividad antiinflamatoria del extracto etanólico de Eugenia clarensis por 

el modelo de edema plantar inducido por λ-carragenina. 

Grupo  
Dosis 

(mg/kg) 

Edema (grosor en mm)
a
 

1(h) 2(h) 3(h) 4(h) 5(h) 

Control - 
1,90 ± 0,61 2,37 ± 0,34 2,62 ± 0,54 2,44 ± 0,55 1,81 ± 0,51 

Indometacina 10 
0,90 ± 0,20* 1,01 ± 0,12)* 1,01 ± 0,46* 0,80 ± 0,37* 0,54 ± 0,30* 

  
(52,87) (57,51 (61,29) (67,19) (69,97) 

Extracto E. 

clarensis  
200 

1,86 ± 0,12
‡
 1,97 ± 0,13

‡
 2,40 ± 0,37

‡
 2,02 ± 0,52

‡
 1,42 ± 0,36

‡
 

  
(2,34) (16,86) (8,38) (17,41) 

(21,78) 

 400 
1,48 ± 0,57 1,89 ± 0,82*

‡
 2,47 ± 0,16

‡
 2,27 ± 0,32

‡
 1,38 ± 0,20

‡
 

  
(21,93) (20,28) (5,66) (6,89) 

(24,02) 

 800 
1,29 ± 0,30 1,56 ± 0,28*

‡
 1,71 ± 0,14* 1,40 ± 0,29* 1,09 ± 0,45* 

  (32,16)  (34,09) (34,76) (42,66) (39,74) 

a Los valores representan la media ± DE (n=6). * Diferencias significativas comparado con 

el grupo control p < 0,05; ‡ Diferencias significativas comparado con el grupo indometacina 

p<0,05 (Anova de un factor, Tukey). Los valores en paréntesis representan porcentajes de 

inhibición del edema a cada tiempo.  

Los resultados para la indometacina (10mg/kg) son adecuados, donde los 

porcentajes de inhibición de la inflamación para este control positivo, a partir de las 

tres horas de aplicado el agente flobógeno resultó por encima del 60%, lo que se 

encuentran en correspondencia con los referidos en la literatura en estudios 

similares.(114) Las tres dosis del extracto evaluadas mostraron efecto 

antiinflamatorio respecto al grupo control negativo a partir de la segunda hora de 

estudio, sin embargo, solo la dosis de 800mg/kg de peso mostró diferencias 

significativas con el control negativo (p<0.05) a los diferentes tiempos del estudio.  

Los valores de edema para los animales del grupo que recibieron esta dosis, 

aunque un poco mayores que los obtenidos para el grupo de la indometacina, 

resultan comparables estadísticamente a estos con p˂0,05.  
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CONCLUSIONES 

 El contenido de fenoles y flavonoides totales, varía en la especie en 

dependencia de la época de recolección, obteniéndose las mayores 

concentraciones en los meses de febrero y mayo, respectivamente. 

 Los extractos obtenidos de las hojas de E. clarensis, en cada uno de los 

meses evaluados, mostraron actividad antioxidante in vitro por el método de 

actividad secuestradora del radical libre DPPH•, así como efecto 

antiinflamatorio tópico in vivo a dosis 1mg/oreja en modelo de edema 

auricular inducido por TPA. 

 La actividad secuestradora del radical libre DPPH• mostró una alta 

correlación lineal con el contenido de fenoles totales, no siendo así con los 

flavonoides.  

 La actividad antiinflamatoria tópica no manifestó una correlación lineal con 

el contenido de fenoles y flavonoides totales de los extractos etanólicos. 

 El extracto etanólico de E. clarensis mostró acción antiinflamatoria oral a la 

dosis de 800mg/kg, comparable con el control indometacina.  
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Recomendaciones  

RECOMENDACIONES 

1. Extender el estudio a otros grupos de metabolitos presentes en la planta que 

puedan constituir marcadores de las actividades farmacológicas demostradas 

para la especie.  
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ANEXOS   
Anexo 1. Certificado de calidad Genética e Higiénico Sanitaria de los animales. 
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Anexo 1. Certificado de calidad Genética e Higiénico Sanitaria de los animales 
(continuación). 
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Anexo 2. Certificado de Calidad del alimento  

 

 

 

 

 

 

 

 

   


