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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de la
Universidad Catdlica de Santa Maria, con el objetivo principal de evaluar el probable
efecto antihipertensivo del aceite virgen obtenido a partir de las semillas de Vitis
vinifera L.(Uva) variedad quebranta por el método de prensado en frioy un modelo
experimental deinduccién dehipertension arterial en animales de laboratoriocon el uso
de L-NAME(40mg/kg) durante 28 dias.

La recoleccion de las semillas de uva variedad quebranta, se realizo en la
Empresa Majes TradicionS.A.C. (Irrigacion Santa Rosa S/N) de la localidad de Majes en
el Departamento de Arequipa luego fueron seleccionadas y secadasa temperatura
ambiente por un periodo de 7dias;La extraccion del aceite virgen a partir de las semillas
de Vitis vinifera L.(Uva) se realiz6 en la sucursal de la empresa (Ricardo Palma # 307)
colocando 10 kg de las mismas en la tolva del equipo donde fueron pulverizadas y
posteriormente extraidas con una presién de 60-80kg/cm?. A partir del aceite obtenido se
procedié a la separacién del aceite virgen que se almacend en frascos de color ambar.
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Se realiz6 el porcentaje de humedad de las semillas de Vitis vinifera L.
(Uva) encontrandose un valor de 11%; posteriormente se realizlos anélisis de control
de calidadal aceitevirgen.Los parametros fisicos evaluados fueron: densidad
(0.9236g/mL), indice de refraccion (1.4237 a 20°C)y losparametros quimicos: indice de
acidez (0.38% de é&cido oleico), indice de peroxido (0.38mEq de O/kg), indice de
saponificacion (188.43mgKOH/g) e indice de yodo (130.80g de 1,/100g). Losresultados
obtenidos mostraron valores que se encuentran dentro de los intervalos establecidos
segin la NORMA DEL CODEX PARA ACEITES VEGETALES-CODEX STAN 210-
1999.

Se identifico la presencia de a-tocoferol mediante cromatografia en capa fina

a 254nm obteniéndose una manchaigual que ladel estandar correspondiente.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante del aceite se utilizo el
método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) encontrandose un valor de 9.50 mM de
equivalente a TROLOX (patrén referencia para medir la capacidad antioxidante).

Para la evaluacion del probable efecto antihipertensivo se trabajo con 30
animales de experimentacion, a 25 de ellos se lesindujohipertension arterial mediante la
administracion orofaringea de L-NAME (40mg/kg/dia)por un periodo de 28 dias.Los
niveles de presion arterial (sistélica y diastolica) se midieron con elequipoBIOPAC
Systems cada 7 dias durante 4 semanas, los valores de la presion media fueron
calculados. Los animales se dividieron en 6 gruposcon 5 ratas cada uno para su
respectivo tratamiento: captopril2mg/kg/dia,vitamina E 200Ul/dia,suero fisiolégico 0.9
%,aceite 0.48 mL/kg, aceite0.96 mL/kgyelgrupo control.Al realizar las pruebas
estadisticas se encontrd6 que el aceite de semilla de uva en dosis de 0.96
mL/kgdisminuyo los valores de presion arterial sistolica, diastdlica y media de manera
significativa en comparacion con la dosis de 0.48 mL/kgcon la que no se obtuvo
resultado de beneficio aparente. No hubo diferencia estadistica entre los valores los
grupos que recibieron captopril, vitamina E y el grupo tratado con aceite a una dosis de
0.96 mL/kg.
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ABSTRACT

This research was conducted in the laboratories of the Catholic University of
Santa Maria, with the main objective to assess the likely effect of antihypertensive virgin
oil obtained from the seeds of Vitisvinifera L. (Grape) variety quebranta obtained by the
cold pressing method and an experimental model of hypertension induced in
experimental animals with the use of L-NAME (40mg/kg) for 28 days.

The collection of grape seed variety quebranta, was held in the Majes SAC
Company Tradition (Santa Rosa Irrigation S / N) of the town of Majes in the department
of Arequipa were then selected and dried at room temperature for a period of 7 days;
The extraction of the oil from the seeds of Vitisvinifera L. (Grape) was performed on the
branch of the company (Ricardo Palma # 307) 10 kg of placing them in the hopper of the
machine where they were pulverized and then extracted a pressure of 60-80 kg/cm?.
From the oil obtained after 3 days we proceeded to the separation of the oil that was
stored in amber bottles.

During the analysis of quality control made the virgin oil. The physical
parameters evaluated were: density (0.9236g/mL), refractive index (1.4237 at 20 °C),
humidity (11%) and chemical parameters: acid (0.38 % oleic acid), index peroxide (0.38
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mEq of Oy/kg), saponification (188.43 mg KOH/ g) and iodine (130.80 g of 1,/100g).
The results showed that values are within the ranges established according to
STANDARD FOR VEGETABLE OILS CODEX STAN-210-1999.

The presence of alpha-tocopherol was identified by chromatography on thin
layer at 254nm obtained as a fingerprint of the corresponding standard.

To determine the antioxidant capacity of the oil was used method DPPH (2,
2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) of finding a value 9.50 mMequivalent to TROLOX
(standard reference for measuring antioxidant capacity).

To evaluate the antihypertensive effect is probably worked with 30
experimental animals, 25 of them were hypertension was induced by oropharyngeal
administration of L-NAME (40 mg/kg/day) for a period of 28 days. The blood pressure
(systolic and diastolic) were measured with the equipment BIOPAC Systems every 7
days for 4 weeks, the average pressure values were calculated. The animals were divided
into 6 groups with five rats each respective treatment for captopril 2 mg/kg/day, vitamin
E 200 Ul/day, saline 0.9%, oil 0.48 mil/kg, oil 0.96 ml/kg and the control group. To
perform statistical tests it was found that the seed oil Vitisvinifera L. on dose 0.96 ml/kg
decreased the values of systolic blood pressure, diastolic and mean significantly higher
doses compared to 0.48 mL/kg with which result obtained no apparent benefit. There
was no statistical difference between the values the groups receiving captopril, vitamin E

and oil treated with a dose of 0.96 mL/kg group.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares ocupan los primeros lugares de
morbilidad y mortalidad en el mundo, y representan en la actualidad, un importante
problema de salud publica mundial. La hipertension arterial junto con otros factores
de riesgo son los agentes causales mas importantes dentro de estos trastornos.

La formacion de radicales libres en el organismo no so6lo constituye un
mecanismo de defensa organico sino que también estas sustancias son mediadores de
dafo celular y responsable de diversas patologias, sobre todo cuando su produccién
es excesiva siendo el endotelio uno de sus 6rganos afectados.Hoy en dia se sabe que
el dafio a nivel del endotelio es responsable en gran parte de la hipertension arterial
por lo que es prioritaria la basqueda de productos farmacéuticos u otros que
contrarresten el incremento de los procesos oxidativos lo que seria relevante para
pacientes hipertensos.

La uva (Vitis vinifera L.) esconocida en todo el mundo por ser la fruta de la
que procede el vino, durante la vinificacion se desprenden del fruto subproductos
como las semillas, pieles, pulpas que en nuestro medio son materia de desecho,
desaprovechando suutilidad e importancia como probables agentesantioxidantes.

En tal sentido, la motivacion del presente estudio esinvestigar el probable
efecto antihipertensivo delaceite virgen obtenido a partir de las semillas de Vitis
vinifera L.(Uva) variedad quebrantasobre ratas hipertensas experimentalmente.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM <% DE SANTA MARIA

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

1. Determinar el efecto del aceite de semilla de Vitis vinifera
L.(Uva)variedad quebrantasobre la hipertension arterial

experimentalmente inducida en ratas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtenerel aceite de la semilla de Vitis vinifera L.(Uva) variedad
quebranta.

2. Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas del aceite de semilla de
Vitis vinifera L.(Uva) variedad quebranta.

3. Determinar la capacidad antioxidante del aceite de semilla de Vitis
vinifera L. (Uva) mediante el método DPPH.

4. Inducir experimentalmentela hipertension arterial en animales de
laboratorio.

5. Evaluar el efecto antihipertensivo de la administracion del aceite de
semilla de Vitis vinifera L. (Uva) variedad quebranta sobre los valores de

presion arterial sistolica, diastdlica y media.
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HIPOTESIS
Dado que la medicina integrativa le atribuye al aceite de semilla de Vitis vinifera

L.(Uva)propiedadesantihipertensivas, es probable que suaceitedisminuya los niveles

de presion arterial en animales hipertensos inducidos con L-NAME.
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MARCO TEORICO

1.1. Vitis vinifera L.(Uva)

1.1.1. DESCRIPCION Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

La vid es una planta sarmentosa, muy desarrollada generalmente de
porte trepador que esta formada de dos porciones bésicas: las raices y
el tronco con sus ramas y brotes. Los brotes estan formados
principalmente por los tallos, las hojas y las flores o frutos.Cumplida
la fecundacion, aparece como resultado el granito de uva o baya que
engorda rapidamente y estd constituida por una pelicula exterior,
hollejo, pulpa que rellena casi todo el grano, las semillas y la
prolongacion de los canales del corto cabillo, denominada pincel por
la que se efectua el flujo de savia que las alimenta a todas.’

1.1.1.1. Escobajo o Raspdn: Parte lefiosa del racimo que sirve de

soporte a los granos, representa el 5% del peso total del racimo,
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compuesto por acidos, agua y taninos. El escobajo aporta a la cuba
gran parte de elementos que comunican al vino un gusto poco
agradable, llamado “gusto de escobajo” favorece otras acciones
durante la fermentacién, esta formado por un eje central que se
Ilama peddnculo hasta la primera ramificacion, y luego el raquis.
Desde el raquis parten ramificaciones que luego se subdividen en
otras ramificaciones secundarias, en cuyas extremidades estan los
peciolos gque soportan a los granos. El raspon o escobajo forman el

esqueleto del racimo.’

1.1.1.2.  Hollejo (epicarpio):La pelicula, hollejo o piel del grano de
uvaesta constituida de 6 a 10 capas de células:
e La cuticula es de espesor variable, esta recubierta por una
sustancia cérea, la pruina que tiene un papel protector y fijador de
los aromas exdgenos y delas levaduras.
e La epidermis esta constituida por una sola capa de células de
escasa altura.
e Las capas sub-epidérmicas en los cuales se distinguen, las
superficiales, en ndmero de tres, formadas por células
rectangularescon paredes espesas, y las capas profundas.
Estas capas juegan un papel importante en el color y en el sabor de
las bayas, pues contiene materias colorantes, compuestos

aromaticos y taninos.?

1.1.1.3. Pulpa (mesocarpio): Representa la mayor parte del fruto. La
pulpa es translicida a excepcion de las variedades quebrantas
(acumulan aqui sus materias colorantes) y muy rica en agua,

azUcares, acidos (malico y tartarico principalmente), aromas.®

1.1.14. Semilla: Las semillas estdn rodeadas por una fina capa
(endocarpio) que las protege. Son ricas en aceites y taninos. Estan
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presentes en numero de O a 4 semillas por baya. A la baya sin

semillas se la denomina baya apirena. > (Gréafico N°1)

Pepita

Hollejo

Pulpa

Gréfico N°1.-Vitis vinifera L. (Uva)
Fuente: The university of west Alabama & Alabama
HerbariumConsortiu

UBICACION TAXONOMICA

Reino : Plantae
Division g Magnoliophyta
Clase . Magnoliopsida
Orden : Vitales
Familia : Vitaceae
Género 3 Vitis

Especie ! V. vinifera
Subespecie V. vinifera L. 3

1.1.2. NOMBRE CIENTIFICO: Vitis vinifera L.
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1.1.3. NOMBRE COMUN: Parra de uvas, vid, viduefio.* 8
1.1.4. COMPOSICION QUIMICA

Principios activos: flavonoides, taninos polifenoles, tocoferoles,acido

ascorbico y aceites.”®
1.1.5. EFECTOS FARMACOLOGICOS Y USOs”®

Farmacologicos:Al aceite de semilla deVitis vinifera L.(Uva)se le

atribuye actividadantioxidante.

Usos:
e Problemas cardiacos
e Dermatoldgicos

e Anticancerigenos

1.2. HIPERTENSION ARTERIAL

1.2.1. CONCEPTO

Es el aumento de los valores de la presion sanguinea en las arterias,la
presion sistélica sostenida por encima de 140 mmHg o la presion
diastélica sostenida mayor de 90 mmHg.’

La hipertension arterial produce cambios en el flujo sanguineo, a
nivelmacro y microvascular, causados a su vez por disfuncion de la
capa interna de los vasos sanguineos. El endotelio tiene varias
funciones esenciales para la salud. La funcién mas conocida es el
mantenimiento del tono vascular dilatado en la proporcion exacta para

conservar la presion arterial en valores normales. *°
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1.2.2. FACTORES DE RIESGO

Seclasifican en modificables o no modificables. **

Los no modificables son:

o Edad y sexo: La presion arterial aumenta de manera constante
a medida que avanza la edad y es mayor en los hombres que en las
muijeres, aunque esta diferencia disminuye al aumentar la edad.™

o Raza: Hay mayor incidencia y prevalencia de personas
hipertensas en la raza negra mas que en la blanca.™

o Historia familiar:El riesgo es mayor si existen antecedentes
familiares de enfermedades de corazén, en los familiares de primer
grado se correlaciona de forma significativa la prevalencia de

hipertension es superior entre familiares hipertensos.™

Entre los modificables encontramos:

o Tabaquismo:La presion arterial esta ligada al tabaquismo por
ser éste un factor de riesgos cardiovascular siendo el principal efecto
de la nicotina la vasoconstriccion. ElI humo de tabaco actia sobre las
arterias por medio de sus radicales libres disminuyendo el oOxido
nitrico y lesionando el endotelio, lo cual lleva a la vasoconstriccion.™
o Obesidad: El aumento del indice de masa corporal se asocia a
un incremento del riesgo de insuficiencia cardiaca. Es probable que el
riesgo asociado con la obesidad se deba en parte a una elevacion de la
presion arterial, aunque también es posible que intervenga la
reduccion de colesterol HDL."

o Stress: El stress puede provocar hipertension a través de
elevaciones tensionales repetidas determinadas por la estimulacion

adrenérgicas y liberacién de hormonas vasoconstrictoras.**
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o Ingesta de sodio:Un elevado consumo de sal contribuiria al
aumento de presion arterial que se observa con la edad.**

o Actividad fisica: El ejercicio fisico aerobico regular reduce el
riesgo de Insuficiencia Cardiaca. Este beneficio puede deberse en
parte a los efectos de reduccién de la presion arterial que tiene el
ejercicio fisico.™

o Dislipidemias: Son un conjunto de patologias caracterizadas
por alteraciones en la concentracion de lipidos sanguineos en niveles

que involucran un riesgo para la salud.™

1.2.3. CLASIFICACION DE HIPERTENSION ARTERIAL

Segln la clasificacién del JNC-VII*3(Cuadro N°1) basada en los
estudiosrealizados en Framingham por Vasan y colaboradores que
demostraron la progresion de la hipertension arterial enpacientes
considerados normales.En otros estudios se ha confirmado que los
prehipertensostienen cifras mayores de glicemia, colesterol,
triglicéridos, LDL, indices de masa corporal y menornivel de HDL-
colesterol que los normotensos por lo que se plantea no solamente la
modificacion del estilo de vida, sino determinar el papel de la

farmacoterapia antihipertensiva.

CUADRO N°1: CLASIFICACION DE HIPERTENSION ARTERIAL

CATEGORIA SISTOLICA DIASTOLICA
NORMAL <120 mmHg <80 mmHg
PREHIPERTENSION 120 - 139 80 -89

HIPERTENSION - -

HIPERTENSION1 140 - 159 90-99

HIPERTENSION 2 > 160 >100

Fuente:The Seventh Report of theJoint National Committee.
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1.2.4. FISIOLOGIA

La presion sanguinea es el producto del gasto cardiaco y la resistencia
vascular periférica que ejerce la sangre sobre las paredes de los vasos
sanguineos cuando es impulsada por el corazon. ElI mantenimiento de
la presion arterial normal se debe a un sistema de control complejo y
multifactorial, que involucra de forma integrada, al sistema nervioso
central y periférico autébnomo, al corazon, al rifion, a la glandula
suprarrenal y al propio vaso sanguineo entre otros de tal manera que
las anormalidades de la presion arterial ocurren por una alteracion

funcional de la integracion de multiples vias.*®
1.2.5. FISIOPATOLOGIA

El sistema circulatorio humano estd destinado a mantener la
homeostasis de presion y flujo pese a numerosas perturbaciones. Por
tanto, una elevacion constante de la presion arterial refleja un
trastorno en las delicadas interacciones de los factores que mantienen
el equilibrio. Son muchos los factores fisiopatolégicos que han sido
considerados en la génesis de la hipertension: el incremento en la
actividad del sistema nervioso simpatico (SNS), la respuesta al estrés
psicosocial, la sobreproduccion de hormonas ahorradoras de sodio y
vasoconstrictoras, la alta ingesta de sodio, la inadecuada ingesta de
potasio y calcio, el incremento de la secrecion de renina, la deficiencia
de vasodilatadores tales como la prostaglandinas, el 6xido nitrico

(NO), que afecta el tono vascular.**
1.2.6. COMPLICACIONES
Las complicaciones que produce la hipertension arterial son muy

variadas pudiendo llegar a la muerte. Principalmente aumenta la

cantidad de trabajo del corazén que tiene que luchar contra el aumento
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de la resistencia periférica por la cual tiende agrandarse y
posteriormente a no poder responder a las exigencias del organismo
produciendo hipertrofia ventricular y mas tarde insuficiencia cardiaca

cronica, > 18

1.2.6.1. COMPLICACION RENAL
La disfuncion renal puede ocurrir como consecuencia por el
desarrollo de la hipertension arterial. Los rifiones son
especialmente sensibles a las variaciones del flujo sanguineo. No
pueden funcionar bien si el flujo decrece; asi que el flujo bajo hace
que secreten mas de la enzima renina y se constrifian todas las
arterias del cuerpo. ElI aumento de retencion renal de sal y agua

puede ser un mecanismo inicial de hipertension. *>

1.2.6.2. COMPLICACION CEREBRAL
La hipertension arterial es un factor de riesgo fundamental para
ataquesde isquemias transitorias, causado por ateroesclerosis
extracraneal produciendo estreches de los vasos sanguineos. La
presion sanguinea usualmente aumenta sobre la fase aguda de un

ataque; se recomienda tener precaucion en el tratamiento.* *°

1.2.6.3. COMPLICACION CARDIACA

La mortalidad cardiovascular en Latino América es de alrededor
30% vy los factores de riesgo llamados mayores, siguen siendo el
tabaquismo, la hipercolesterolemia y la hipertension arterial. Esta
Gltima alteracion aislada representd el 17% de los casos.™

La hipertension produce el aumento de la tension en el ventriculo
izquierdo, causando que este sea inflexible y produzca hipertrofia,
acelerando el desarrollo de la ateroesclerosis en los vasos
sanguineos coronarios. AuUn después de que se desarrolle
lahipertrofia izquierda se pueden observar cambios en la funcién

diastélica y sistélica.>
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1.2.7. FARMACOS ANTIHIPERTENSIVOS
Los farmacos con actividades antihipertensivas se clasifican en:

e Diuréticos: Producen deplecion de agua al inhibir su reabsorcion
tubular renal de electrolitos. Reducen el volumen sanguineo, el

gasto cardiaco y la presion arterial.*’

v' Diuréticos de asa: Inhiben el transporte de sodio, potasio y
cloro en la rama ascendente del asa de Henle.
Ejm: Furosemida, &cido etacrinico y la bumetadina.

v" Ahorradores de K*: Modifican la reabsorcion de sodio en
el tubulo distal y tubulos colectores.
Ejm:Espironolactona, amilorida.

v' Tiazidas: Inhiben la reabsorcién de sodio y cloro en el
tabulo distal.

Ejm:Hidroclorotiazida, clortalidona.

e Simpaticoliticos: Son sustancias que bloquean la respuesta
producida por la estimulacion de los receptores adrenérgicos en el

sistema nervioso simpético.*’

v Antagonistas de receptores beta adrenérgicos: Estos
compuestos actllan como antagonistas competitivos pues
poseen afinidad de receptores beta, al unirse a ello inhiben
de forma parcial o total la actividad beta de los
adrenérgicos.

Ejm: Propanolol, Nadolol

v' Antagonistas de receptores alfa adrenérgicos: Estos
farmacos bloguean de forma competitiva los receptores
alfa.

Ejm:Terazosina, doxazosina, yohimbina
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e Vasodilatadores directos: Reducen la presion arterial al relajar el

musculo liso vascular, dilatando asf la resistencia de los vasos.’

v Bloqueadores de calcio: Son farmacos que bloquean el
canal del calcio y sus propiedades son el aporte de oxigeno
al miocardio. El ion calcio a nivel celular influye en la
contraccion de todos los tipos de tejidos muscular e
intervienen en la estimulacion eléctrica del corazon.

Ejm:Verapamilo, nifedipino, diltiazem

e Inhibidores de la Angiotensina: Bloquean la produccién de
angiotensina y asi reducen la resistencia vascular periférica y el

volumen sanguineo.*’

v" Inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina
(IECA): Disminuyen rapidamente la presion arterial al
impedir la transformacion de angiotensina | en
angiotensina Il ejerciendo una potente accion hipotensora.

Ejm:Captopril, enalapril.

v Antagonista de los receptores de angiotensina Il (ARA)
Los ARA-II producen un bloqueo competitivo y selectivo
de los receptores AT1 de la angiotensina Il de una forma
selectiva, es decir inhibiendo el efecto vasoconstrictor y la
liberacién de aldosterona.

Ejm:Valsartan, Losartan.

e Inhibidores de renina: Actlian bloqueando la formacion
deangiotensindgeno en angiotensina I, la cual por accién de la
enzima convertidora de angiotensina, es convertida en
angiotensina Il. La angiotensina tiene efectos directos como
indirectos sobre las causas de la hipertension arterial.*’
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Ejm: Aliskiren.

e CAPTOPRIL

El captopril es el primero de los farmacos inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina. Se utiliza en el tratamiento
de la hipertension.

Mecanismo de accion: Los efectos beneficiosos del captopril en la
hipertension y la insuficiencia cardiaca parecen resultar
fundamentalmente de la supresion del sistema renina-
angiotensina- aldosterona, produciendo una reduccion de las
concentraciones séricas de angiotensina Il y aldosterona. Sin
embargo no existe una correlacion consistente entre los niveles de
renina y la respuesta al farmaco. La reduccion de angiotensina Il
produce una disminucion de la secrecion de aldosterona y por ello
se pueden producir pequefios incrementos de potasio sérico, junto

con pérdidas de sodio y fluidos.

e INDICACIONES Y POSOLOGIA

Hipertension Arterial

Insuficiencia Cardiaca

Infarto de Miocardio

Nefropatia Diabética
La dosis de captopril para tratar la hipertension arterial
generalmente es 25 mg al dia no debe exceder los 150 mg al dia.

e CONTRAINDICACIONES Y PRECAUCIONES

El  captopril estd contraindicado en pacientes con

hipersensibilidad a este medicamento o a cualquier inhibidor de la
enzima convertidora de la angiotensina (IECA) (por ejemplo,
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pacientes que hayan presentado angioedema durante la terapia
con cualquier IECA).

Tos: se detectd en el 0,5-2% de los pacientes. Suele ser no
productiva, persistente y ceder al suspender el tratamiento. La tos
inducida por los IECAs debe tenerse en cuenta como parte del
diagnostico diferencial de la tos.

e INTERACCIONES

Diuréticos: los pacientes tratados con diuréticos, en especial
aquellos en los que dicha terapia se ha instaurado recientemente,
asi como los que siguen una dieta con una restriccion de sal
severa 0 estan en dialisis, pueden presentar ocasionalmente una
caida brusca de la presion sanguinea, generalmente en la primera
hora tras recibir la dosis inicial de captopril.

Antidcidos: los antiacidos pueden reducir la absorcion
gastrointestinal del captopril.

Antidiabéticos: el captopril y posiblemente otros inhibidores de la
ECA, pueden incrementar la actividad de los antidiabéticos orales
con el riesgo correspondiente de hipoglucemia. Esta ha sido
observada en pacientes tratados con gliburida o metformina
cuando se afiadio el captopril a su tratamiento antidiabético.
Agentes vasodilatadores: se administrardn con precaucion los
farmacos con actividad vasodilatadora y se considerara el uso de

dosis inferiores a las habituales.
e REACCIONES ADVERSAS
Dermatolégicas

Hipotension

Disgeusia
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1.3. ENDOTELIO

1.3.1. CONCEPTO

El endotelio es una capa unicelular que recubre la superficie interna de
los vasos sanguineos. Lejos de ser solo una barrera mecanica entre la
sangre y los tejidos, es un 6rgano activamente comprometido en una
gran variedad de procesos fisiologicos y patologicos. Debido a su
ubicacion estratégica detecta cambios en la fuerza hemodindmica que
actla sobre la pared vascular, asi como sefiales quimicas transportadas
por la sangre y responde a ellas liberando sustancias vasoactivas,
algunas de las cuales tienen funciones antagbnicas como

vasodilatadoras (6xido nitrico) y vasoconstrictores(endotelina). & *°

1.3.2. ENDOTELINA

La endotelina es un péptido vasoconstrictor endogeno de 21
aminoacidos que posee una accion fisiologica
prolongada”®aumentando la resistencia periférica por vasoconstriccion
en la circulacion, mecanismo que ciertamente contribuye a la
progresion 'y al empeoramiento de las enfermedades
cardiovasculares.”

En la actualidad se conoce 3 isoformas de endotelina: la ET-1, ET-2 y
la ET-3. La endotelina -1 es producida en las células endoteliales y en
las células de las musculaturas lisas vasculares. La ET-2 es producida
predominantemente en el rifién y en el intestino. La ET-3 se encuentra
en el cerebro. La secrecion de ET-1 ocurre en minutos luego de la
exposicion a estimulos inductores tales como la catecolaminas,
angiotensina 11, glucocorticoides, citoquinas, radicales libres e
hipoxia. Las células vasculares pueden asi, rapidamente, ajustar la
produccién de ET para regularizar el tono vascular.?
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1.3.3. OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico deriva del aminoacido L-Arginina en el proceso de su
conversion a L-Citrulina a nivel de las células endoteliales. EI 6xido
nitrico es en el organismo una sustancia con mayor efecto
vasodilatador de gran importancia en la regulacién del tono vascular.?®
Este proceso puede ser inhibido por un componente andlogo de la L-
arginina como la N - Nitro -L- Arginina Metil Ester (L-NAME) quien
compite por la enzima 6xido nitrico sinteasa (NOS) que disminuye la

produccién de NO ocasionando vasoconstriccion.* %

1.4. ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accidén oxidante
de los radicales libres que tienen un electrén desapareado por lo que son
muy reactivos y tienden a captar un electron de molécula con el fin de
alcanzar su estabilidad. El antioxidantemediante la liberacion de
electrones, cumple una funcion preventiva en el desarrollo del

envejecimiento y de ciertas enfermedades neurodegenerativas.?

1.4.1. CLASIFICACION

1.4.1.1. ANTIOXIDANTES ENDOGENOS
Son normalmente bio-sintetizados por el organismo, se
generan por mecanismos enzimaticos.(superdxidodismutasa,
catalasa, glutation y la coenzima Q). Algunas enzimas
necesitan cofactores metalicos como selenio, cobre, zinc para

poder realizar el mecanismo de proteccion celular.?’

1.4.1.2. ANTIOXIDANTES EXOGENOS
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Son introducidos por la dieta y se depositan en las membranas
celulares impidiendo la lipoperoxidacion. Son no enzimaticos
(Vitamina E, C, betacarotenos, flavonoides y licopenos).
Ademas de las vitaminas, los oligoelementos como el cobre, el
zinc, el manganeso, el selenio y el hierro son necesarios
incorporarlos al organismo a través de la dieta, porque
conforman la parte activa del nucleo de las enzimas

antioxidantes.?’

1.5. EXTRACCION DE PRINCIPIOS VEGETALES?®
La extracciobn es un proceso para aislar los distintos metabolitos
secundarios que posee una planta. Hay varios métodos extractivos, como

podemos observar en el Cuadro N°2.

Cuadro N°2: METODOS EXTRACTIVOS

Por expresion

_|Extraccion Por calor
mecanica
e -|Maceracién
_Destilacion Por incisiones
Métodos - — —Digestion
Extractivos | [Extraccioncon | | Discontinua |
gases ]
—Infusion
| |[Extraccion conl | LDecoccion
disolventes
Percolacién
—Continua ‘I:
Soxhlet

Fuente: Claudia Kuklinski “1* Edicion, 2000”
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1.5.1. METODOS DE EXTRACCION
1.5.1.1. EXTRACCION MECANICA

Es una técnica que permite obtener los principios activos disueltos
en los fluidos propios de la planta. La extraccion mecénica se
puede realizar:

A. Por Expresion: Consiste en ejercer una presion sobre la
droga,cuya temperatura interior se mantiene por debajo de los 40
°C, mediante la accion de una fuerza mecanica (prensa) un liquido
es separado de un residuo solido, pero en ningin momento se hace
uso de la accion de un disolvente. La pasta que se obtiene se
exprime a temperatura ambiente, en el cual se obtiene menos
cantidad de aceite, pero méas rico en sustancias insaponificable.
Estas sustancias estan constituidas por los componentes no grasos
del aceite, como las vitaminas y los fitoesteroles, a los que debe su
sabor y muchas de sus propiedades medicinales.

B. Por Calor.

C. Por Incisiones: Mediante la cual fluyen los fluidos de la planta.

1.5.1.2. DESTILACION

Es una técnica que se basa en la diferente volatilidad de los
componentes de la droga, lo cual permite la separacion de
componentes volatiles de otros que son menos o nada volatiles. Se
suelen hacer destilaciones por arrastre de vapor o
hidrodestilaciones que facilitan la extraccion de principios activos
volatiles. La destilacién permite obtener, por ejemplo, las esencias
de las drogas. Es un método en el que se utiliza una fuente de calor
por lo que solo es aplicable a principios activos termoestables.
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1.5.1.3. EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

Se trabaja con dispositivos especiales donde es posible controlar la
presion y la temperatura. Los gases mas usados son el dioxido de
carbono y el butano, si bien la extraccion con butano es bastante
peligrosa ya que es un gas muy inflamable. La extraccion con gases
suele ser muy selectiva y posteriormente es relativamente sencillo
eliminar el gas extractor, pero resulta muy cara y es dificil

encontrar las condiciones 6ptimas de presion y temperatura.

1.5.1.4. EXTRACCION CON DISOLVENTES

Consiste en poner en contacto la droga con un disolvente capaz de
solubilizar los principios activos. Los principios activos deben
pasar de la droga al disolvente de manera que se obtenga un
extracto liquido. Posteriormente dicho extracto se puede concentrar
eliminando mayor o menor cantidad de disolvente. La extraccion
con disolventes es uno de los métodos que se emplea con
frecuencia para la obtencidon de principios activos.

Para que la extraccion con disolventes se lleve a cabo

correctamente hay que tener en cuenta diversos factores:

e Caracteristicas de la droga: Se puede trabajar con drogas
desecadas y con un grado de division adecuado (mayor en drogas
duras como las cortezas y menor en drogas mas blandas como
flores y hojas), para facilitar el méaximo contacto entre los

principios activos y el disolvente.

¢ Naturaleza del disolvente: Principalmente se utilizan el agua y
las mezclas hidroalcohdlicas (agua y alcohol etilico) en
proporcion variable. También es posible utilizar otros disolventes

organicos como acetona, éter etilico (poco usado actualmente),
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hexano, propilenglicol. El agua es un buen disolvente de muchos
principios activos de las drogas pero por esta misma razon resulta
generalmente poco selectivo. Ademas muchos principios activos

se hidrolizan en agua.

e Temperatura: El aumento de la temperatura favorece la
extraccion de principios activos de las drogas porque aumenta su
solubilidad en los disolventes utilizados, pero a su vez puede
favorecer la degradacion de dichos principios activos, por lo que
es necesario controlarla para conseguir una maxima extraccion sin
consecuencias indeseables para los principios activos. En ningdn
caso se puede utilizar temperaturas elevadas para extraer
principios activos termolabiles.

e Tiempo de contacto entre la droga y el disolvente: Depende de
las caracteristicas de la droga (dureza, grado de division, etc.), y
de la naturaleza de los principios activos (volatiles, hidrolizables,

oxidables).

1.5.2. TIPO DE EXTRACCIONES CON DISOLVENTES

1.5.2.1. EXTRACCION DISCONTINUA

También llamado simultanea, se sumerge la droga en el disolvente,
por lo que la totalidad de la droga contacte con el disolvente
utilizado para la extraccion, la difusion de los principios activos se

producira en todas las direcciones hasta alcanzar el equilibrio.

15.2.1.1. MACERACION
Consiste en poner en contacto la droga seca triturada con el

disolvente utilizado para la extraccion a temperatura ambiente,
manteniéndolo todo en agitacion durante un tiempo determinado
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que depende de las caracteristicas de la droga y de la naturaleza
de los principios activos.

1.5.2.1.2. DIGESTION

Es un método extractivo similar a la maceracion, pero en el que

se trabaja a temperaturas mas elevadas.

1.5.2.1.3. INFUSION

Se trabaja con un disolvente (agua) a temperatura proxima a la
ebullicién, en el que se introduce la droga que se quiere extraer

y a continuacion se deja enfriar hasta temperatura ambiente.

1.5.2.1.4. DECOCCION O COCIMIENTO

Se pone en contacto la droga con el disolvente (agua) y el
conjunto se lleva hasta la temperatura de ebullicién,
manteniendo dicha ebullicién durante 15 a 30 minutos.

Tanto en las infusiones como decocciones se utiliza como
disolvente siempre el agua, por lo que no resultan ser métodos

adecuados para extraer principios activos hidrolizables.

1.5.2.2. EXTRACCION CONTINUA

También llamado progresiva, el disolvente utilizado para la
extraccién se va renovando y actla en una sola direccion. Son
métodos que consisten en poner en contacto la droga con el
disolvente adecuado y mantener en todo momento el desequilibrio
entre la concentracion de principio activo en la droga y en el
disolvente para que se produzca la difusion celular.
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1.5.2.2.1. PERCOLACION

Es un procedimiento que se realiza a temperatura ambiente. La
droga se coloca en una columna y estd en contacto permanente
con el disolvente que gotea por la parte superior de la columna,
atraviesa toda la zona donde se encuentra la droga con los
principios activos, los va extrayendo, por la parte inferior se
recogen los liquidos extractivos que contienen los principios
activos, la percolacion puede llegar a conseguir extraccion
practicamente completa de la droga, pero con un elevado

consumo de disolvente.

15.2.2.2. SOXHLET

Es un sistema de extraccion solido-liquido en el que la
extraccion se realiza en un aparato que consta de un matraz, un
cuerpo extractor y un refrigerante. En el cuerpo extractor se
coloca la droga, generalmente envuelta en un material poroso
que permita el contacto con el disolvente. En el matraz se coloca
el disolvente organico, se lleva a ebullicion y los vapores del
disolvente ascienden por el tubo lateral y llegan al refrigerante
donde condensan y caen sobre la droga situada en el cuerpo
extractor cuando el cuerpo extractor se llena de liquido
extractivo, este se vacia por el sifon lateral interno y desemboca

en el matraz inferior.
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CAPITULO 11

MATERIAL Y METODOS

2.1 AMBITO DE LA INVESTIGACION

La extraccion del aceite de semilla deVitis vinifera L. (Uva) variedad
quebranta serealizéen la Empresa Majes Tradicion S.A.C.; la
investigacion cromatografica, el analisis de control de calidad, el estudio
de los animales de experimentacion se realizaron en los laboratoriosde la
Universidad Catolica Santa Maria y las mediciones de la presion arterial

se realizé en la Universidad Nacional de San Agustin.

2.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 30 animales de experimentacion, a 25 de ellos se les indujo
hipertensién arterial mediante la administracion orofaringea del
aminoacido L-NAME (40mg/kg/dia) por un periodo de 28 dias. Los
animales se dividieron en 6 grupos con 5 ratas cada uno para su
respectivo tratamiento y su grupo control tal como se indica en el
Cuadro N°3.
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Cuadro N°3: DISENO EXPERIMENTAL

NO
Grupo Nominacion ) Tratamiento administrado *
Animales
GE; Grupo experimental 1 5 Captopril 2mg/kg/dia.
GE, Grupo experimental 2 5 Vitamina E 200 Ul/dia.
GE; Grupo experimental 3 5 Suero fisiol6gico0.9%
) Aceite de semilla de uva0.48
GE, Grupo experimental 4 5 )
mL/kg/dia (0.15mL).
g Aceite de semilla de uva0.96
GEs Grupo experimental 5 5
mL/kg/dia (0.30mL).
GC Grupo control 5 Ninguno.

Fuente: Elaboracién propia

* La administracion de cada una de las sustancias evaluadas (tratamiento) se realiz6
por via orofaringea y durante 28 dias.
La dosis y volumen del aceite de semilla de uvaadministrada fueron calculadas segun

referencia bibliogréfica.?’(Anexo 6)

2.3. MATERIAL

2.3.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.3.1.1. UNIDAD VEGETAL

Las semillas fueron obtenidas en la localidad de Majes Av.
Irrigacion Santa Rosa S/N en el departamento de Arequipa.
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2.3.1.2. UNIDAD ANIMAL

Se utilizaron 30animales de experimentacion con pesos entre 200-
2509 de raza “Wistar”, especie Rattus Norvegicus,variedad albina
(machos).

2.3.2. MATERIAL DE LABORATORIO

2.3.2.1. MATERIAL DE VIDRIO

>

»  Bagueta

*,

7

% Capilares sin heparina

++ Cubas de desarrollo para cromatografia en capa fina
% Pipetas volumétricas y graduadas 1 mL,5 mL, 10mL
% Probetas graduadas 50 mL,100 mL

% Vasos de precipitado: 50, 100, 250 mL

% Picnometro 10 mL

% Buretas 25 mL,50 mL

% Matraz de Erlenmeyer 250 mL

2.3.2.2. EQUIPOS Y APARATOS

% Balanza analitica OhausPioneer

+« Equipo para medicion de Presion Arterial BiopacSystems
% Estufa Memmert 854 Shwabach-Germany

% Léampara de luz UV CAMAG

% Equipo de prensado

% Equipo de refractémetro digital ABBE 315 RS

% EspectrofotometroAgilenttechnologiescary 60 UV-VIS
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2.3.2.3. REACTIVOS

< Acido acético glacial J.T. BAKER (P.A)
% Agua destilada

% Alcohol etilico comercial (P.A)

% Alcohol metilico comercial (P.A)

< Acido clorhidrico MERCK (P.A)

% Cloroformo FERMONT (P.A)

% Ciclohexano RIEDEL DE HAEN (P.A)
% Yoduro de potasio SIGMA ALDRINCH (P.A)
% Almidén G-COLMAN (P.A)

% Bromuro de yodo (P.A)

¢ Eter Dietilico J.T.BAKER (P.A)

+« Hidroxido de sodio MERCK (P.A)

¢ Hidréxido de potasio FERMONT (P.A)
%+ Tiosulfato de sodio MERCK (P.A)

% Fenolftaleina RIEDEL DE HAEN (P.A)
% Trolox CALBIOCHEM (P.A)

< DPPH CALBIOCHEM (P.A)

2.4. METODOS

2.4.1. OBTENCION DE LAS SEMILLAS DE Vitis vinifera L. (Uva)

2.4.1.1. RECOLECCION
Lassemillas de Vitis vinifera L.(Uva) se recolectaron en depositos
apropiados (bandejas).

24.1.2. SECADO

Las semillas se separaron en capas delgadas sobre manteles que se
ubicaron en zonas planas y sombreadas a temperatura ambiente
(25°C).30
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2.4.1.3. SELECCION

Una vez terminado el proceso de secado, se escogieron las semillas
grandes y en buen estado, dejando de lado aquellas que
presentaban un menor tamario.*

2.4.2. METODO PARA LA OBTENCION DEL ACEITE

2421 METODO: Prensado en frio.

2.42.2 FUNDAMENTO
El prensado en frio consiste en ejercer una presion sobre la droga
mediante la accion de una fuerza mecanica (prensa),cuya

temperatura interior se mantiene por debajo de los 40 °C.*

24.2.3 PROCEDIMIENTO

Se verifico la limpieza del equipo y se procedid a encenderlo.

Se colocéel materialvegetal (semillas) en la tolva del equipo.

Con la reduccién del tamafio de las semillasymedianteel
calentamiento producido se dio la plasticidad adecuada a la materia
prima para que el prensado sea eficiente.

e La muestra paso a la matriz,que va debajo del piston del
prensado donde se encuentra el tornillo de caja; se procedio al
prensadopor un intervalo de tiempo de 45minutos aplicando una
presion de 60-80 kg/cm?.

e Se recolectd el aceite en frascos de vidrio previamente pesados
y rotulados.
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Se determind el porcentaje de rendimiento del aceite de semilla de Vitis
vinifera L.(Uva) variedad quebranta utilizando el peso del aceite obtenido

y la cantidad de muestra que se utilizo.

R: Porcentaje de rendimientos
PAE: Peso del aceite extraido (Q)
PM: Peso de la muestra (g)

%R = PAE 100
T PM

2.4.3. CONTROL DE CALIDAD DEL ACEITE SEMILLA DE “Vitis
vinifera L.”(Uva)

2.4.3.1. CARACTERISTICAS FISICAS

Al obtener el aceite de las semillas de uva por el método prensado
en frio se les realiz6 los analisis de control de calidad para
determinar sus caracteristicas fisicas, los analisis se realizaron por

triplicado.

24311 DENSIDAD

Fundamento:
Se basa en la relacion entre el peso de la muestra y el volumen

que ocupa.

Procedimiento:
e Se calibré el picndmetro para ello se lavo y secd, luego se
llend con agua destilada hasta que rebose, cuidando que no
ingrese burbujas de aire.
e Se tapo el picndmetroy se sumergié en un bafio de agua a
25°C
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eSe retir6 el picndmetro del bafio de agua y se secd
cuidadosamente.

e Se determind el peso del picnémetro mas el agua contenida.

e Se peso el picnémetro limpio y seco.

eSe llen6 con aceite el picnémetro hasta su rebose, evitando
que ingrese burbujas de aire.

e Se inserto el tapon de vidrio esmerilado y se sumergié en un
bafio de agua a 25°C.

e Se retird el picnometro del bafio de agua, se limpid y seco.

e Se peso el picnémetro con su contenido.

Célculo:
Pc: Peso de la capsula + muestra
P: Peso de la capsula vacia

V: Volumen del picnébmetro

Pc — 48
4

Densidad =

2.4.3.1.2. INDICE DE REFRACCION

Fundamento:
Se define entre la velocidad de un rayo de luz en el vacio y la
velocidad de la luz a través de dicha sustancia.

Procedimiento:

o Se calibro el refractometro, para ello se empled agua destilada
cuyo indice de refraccion es 1.3330 a 20°C

o Se filtro la muestra de aceite para remover cualquier impureza.
e Se verifico que los prismas estén completamente limpios y
Secos

e Se coloco dos gotas de la muestra en el prisma inferior, se
cerrd y se coloco la lampara de luz.Se ajusto el refractometro
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con el prisma superior, se determing el indice de refraccion y se

registrd el valor dado por el equipo.
2.43.1.3. HUMEDAD

Fundamento:
El método se basa en la determinacién gravimétrica de la
pérdida de peso de la muestra por calentamiento en una estufa,
refiriendo su peso al peso total de la muestra y se expresa en

porcentaje.

Procedimiento:
e Se peso la capsula vacia y se registro el valor.
e Luego se pesd 5.0294 gde muestra en la capsula previamente
tarado.
eSe coloco la capsula con la muestra en la estufa a una
temperatura de 105°C durante 3 horas.
eDespués del tiempo requerido, se transfiri6 el crisol al
desecador durante 20 minutos aproximadamente.

e Se peso en la balanza analitica y se anoto el valor obtenido.

Calculo:
Pc: Peso de la capsula + muestra
P: Peso de la capsula vacia
m: Peso de la muestra
ST: Sélidos totales
H: Humedad

Pc
%ST = x100

%H =100 - ST
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2.432. CARACTERISTICAS QUIMICAS

Se realizaron las siguientes pruebas quimicas por triplicado.

2.43.2.1. INDICE DE ACIDEZ

Se determind de acuerdo a la Metodologia Analitica Del
Laboratorio Portugal S.R.L. del Departamento de Control de
Calidad MET/CMP - 0402LP(Anexo 5).

Calculo:
G: Gasto del titulante (mL)
N: Normalidad verdadera del titulante

P: Peso de la muestra (g)

- ) G* N %282
%Acido oleico = —p * 100

Los resultados se reportaron en porcentaje de acido oleico.

2.4.3.2.2. INDICE DE PEROXIDO

Se determind de acuerdo a la Metodologia Analitica Del
Laboratorio Portugal S.R.L. del Departamento de Control de
Calidad MET/CMP - 0402 LP (Anexo 5).

Calculo:
Gbl: Gasto del blanco, mL de Na,S;0; 0.01 N
Gm: Gasto de muestra, mL de Na,S,03 0.01 N
N: Normalidad verdadera de Na,S,03; 0.01 N

P: Peso de la muestra (g)

_(Gm—Gbl) N
N P

I.P. * 1000

Los resultados se reportaron en miliequivalentes de oxigeno por
kilogramo de grasa.
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2.4.3.2.3. INDICE DE SAPONIFICACION

Se determind de acuerdo a la Metodologia Analitica Del
Laboratorio Portugal S.R.L. del Departamento de Control de
Calidad MET/CMP - 0402 LP (Anexo 5).

Calculo:
Gbl: Gasto del blanco, mL de HCI 0.5 N
Gm: Gasto de muestra, mL de HCI 0.5 N
N: Normalidad verdadera del HCI 0.5 N
P: Peso de la muestra (g)

_ (Gbl—Gm) N = 56.1
I P
Los resultados se reportaron en miligramo de hidréxido de

1.S

potasio requeridos para saponificar un gramo de aceite.

2.4.3.2.4. INDICE DE YODO

Se determindé de acuerdo a la Metodologia Analitica Del
Laboratorio Portugal S.R.L. del Departamento de Control de
Calidad MET/CMP - 0402 LP (Anexo 5).

Calculo:
126.9mg/mEq: Peso del yodo
Gbl: Gasto del blanco, mL de Na,S,0; 0.1 N
Gm: Gasto de muestra, mL de Na;S;03 0.1 N
N: Normalidad verdadera del Na,S,03; 0.1 N

W: Peso de la muestra (g)

v — 126.9(Gbl — Gm) * N
B 10« W
Reportando los resultados en gramos de yodo por 100g de

muestra
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2.4.4. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

2.4.41. METODO

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) desarrollado por Brand-

Williams et al.*?

244.2. FUNDAMENTO

DPPH consiste en que este radical tiene un electron desapareado y
es de color azul- violeta, decolorandose hacia amarillo palido por
la reaccion de la presencia de una sustancia antioxidante, siendo

medida espectrofotométricamente a 515nm>

2443. PROCEDIMIENTO

e Se verificd la limpieza de los materiales usados.

e Se realizé una dilucion (0.3:10) de la muestra en metanol

e Se prepard 6 tubos de ensayos a diferentes concentraciones de
trolox y 1 blanco para realizar la curva de calibracion. Durante
todo el procedimiento los tubos de ensayos se mantuvieron

protegidos de la luz. (Cuadro N°4)

Cuadro N°4: Elaboracion de la curva de calibracion

Blanco [P1 [P2 [P3 [P4 [P5 [P6
(un) (L) (L) |(@L) |(ub) | (L) |(uL)
Metanol 6000 190 | 180 |170 |160 |150 | 140
DPPH (0.1 mM) 5800 | 5800 | 5800 | 5800 | 5800 | 5800
Trolox (1 mM) 10 20 30 40 50 60
10minutos

Fuente: Elaboracién propia
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e Seutiliz6 dos tubos de ensayos para el analisis de la muestra, a
cada uno se agregd5800 uL. DPPH y 200 uL del aceite diluido.
e Se agitd suavemente los tubos de ensayos, se leyo en el

espectrofotometro a una longitud de onda de 515 nm.(Anexo 3).

2.45. IDENTIFICACION DE VITAMINA E: CROMATOGRAFIA
EN CAPA FINA (CCF)

2.45.1. METODO

Cromatografia en capa fina.

2.45.2. FUNDAMENTO

La cromatografia en capa fina, es una de las técnicas més
utilizadas para la separacion e identificacion de sustancias
quimicas. La separacion se fundamenta en la diversidad de
afinidades de las sustancias por una fase moévil y una fase

estacionario. 33

2.453. PROCEDIMIENTO

e Se utilizo como fase estacionaria placas de silica gel con
soporte de aluminio.

e Se utiliz6 como fase movil ciclohexano: éter dietilico (80:20),
la cual se deposito en cantidad adecuada en la céamara
cromatografia. Posteriormente se tapd y se dejo en reposo por unos
15 minutos, con el fin de saturar el interior de la cuba con los
vapores de la solucion.

e Se traz6 una linea horizontal inferior en la placa
cromatografica, con ayuda de los tubos capilares se procedié al

sembrado del aceite y el estandar respectivo.
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e Se introdujo la placa de forma vertical con una ligera
inclinacion dentro de la cuba cromatografica.

e Se puso en contacto la fase madvil con la fase estacionaria, se
traz6 una linea en el borde superior de la placa.

e Se retird la placa, se secd al medio ambiente entre 15 a 20

minutos y se observo en la lampara de luz ultravioleta a 254nm.

2.4.6. INDUCCION EXPERIMENTAL DE
HIPERTENSIONARTERIAL

2.46.1. METODO

Modelo de induccion con L-NAME.

2.46.2. FUNDAMENTO

El modelo de L-NAME consiste en la administracion orofaringea
del aminoacido L-Arginina Nitro Metil éster en una dosis de
40mg/kg/dia, que provoca el incremento de la presion arterial, por
un mecanismo de inhibicion de la enzima oOxido nitrico sinteasa
(NOS) bloqueando la produccion de o6xido nitrico (NO) que se
encuentra en el endotelio de los vasos sanguineos capaz de producir

vasodilatacion. *°

2.4.6.3. PROCEDIMIENTO

e Se verificé la limpieza de los materiales a usar.

e Se pes6320 mg de L-NAME, se diluyé en 20mL de agua
destilada, obteniendo una concentracion de 160 mg/10 ml.

e Se prepard la solucion y se administré por via orofaringea la

dosis indicada cada 24 horas durante28 dias.
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2.4.7. MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

24.7.1. EQUIPO

BIOPAC Systems (Transductor, Amplificador)(Anexo 2).

2.4.7.2. FUNDAMENTO

El equipoBIOPAC Systems(Grafico N° 2)esta constituido por un
transductor pequefio, ligero,con una base ranurada y una correa que
permite el facil montaje en la cola del animal (vena coccigea). El
amplificador recibe las sefiales emitidas por el transductor y las
registra en el monitor a través del sistema de adquisicion de
datos,el cual proporciona la funcionalidad de un registrador grafico

y plotter de la memoria.

24.7.3. PROCEDIMIENTO

e Se instalé el programa colocando el CD al ordenador, se
espero el asistente de instalacion para nuevo hardware donde se
encuentra el CD del BIOPAC, se dio clic en ok y se esperd que
finalice la instalacion.

e Para abrir el programa se selecciond la opcidn buscar enla
unidad D del disco duro o doble clic en el icono del escritorio del
programa BIOPAC.

e Se conectdel transductor al amplificador, se encendié unaluz
verde que indico que esta listo para ser usado.

e Se coloco el transductor en la base de la cola de la rata, se
sujetd con la correa, las sefiales que emitid el transductor fueron
captadas por el amplificador, este mostro los resultado obtenidos en
cada medicion que se logro visualizar en el programa a través de un
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grafico que nos dio dos valores: la presion arterial sistolica y la
diastdlica.La presion arterial media fue calculada con la siguiente

formula:

PAS — PAD
PAM = — 3 + PAD

PAM = Presion Arterial Media.
PAS = Presion Arterial Sistolica.

PAD = Presion Arterial Diastolica.

Gréfico N°2.- Equipopara la medicion de Presion Arterial
2.4.8. DISENO EXPERIMENTAL: GRUPOS DE ESTUDIO
En el presente trabajo se emplearon 30animales de experimentacion
de los cuales a 25 de ellos se les indujo hipertension arterial quedando
5 ratas como grupo control. Los animales de experimentacion se
dividieron en 6 grupos de 5 ratas cada uno como se describi6 en el
CuadroN°3.
2.48.1. PROCEDIMIENTO
e Se aclimatda las ratas 20°C +/- 2°C y se distribuyé de forma

aleatoria.
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e Se marcd a cada una de lasratas para poder identificarlas
durante la medicion de la presion arterial y sus respectivos
tratamientos.

e Se pesot a todos los animales de experimentacion para calcular
la dosis correspondiente.

e Se mididla presion arterial a todas las ratas (datos basales).

e A 25 animales de experimentacion se les produjo el aumento
de presion arterial con el aminodcido L-NAME que se administrd
por via orofaringea yse evalu6 cada 7 dias durante4 semanas
utilizando el equipo BiopacSystems llegando a tener el dia 28 ratas
hipertensas.

e Se dividio en 5 grupos con 5 ratas cada uno, se administro el
tratamientorespectivo tomando en cuenta la distribucién de grupos.
(Cuadro N°3)

o Finalmente se procedi6 a medir la presion arterial cada 7 dias
durante 4 semanas.

e A los 28 dias del término del tratamiento, algunos grupos
obtuvieron resultados benéficos bajando los niveles de presion

arterial llegando a valores basales (ratas normotensas).

2.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

2.5.1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

25.1.1. MEDIA ARITMETICA

Es la medida de tendencia central mas conocida. La media se

obtiene sumando todos los valores en una poblacion o muestra y

dividiendo entre los valores sumados.
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2.5.1.2. DESVIACION ESTANDAR

La varianza representa unidades al cuadrado, por lo que no es una
medida adecuada de dispersion si se pretende expresar este
concepto en términos de las unidades originales. Para obtener la
medida de dispersion en unidades originales, simplemente se

obtiene la raiz cuadrada de la varianza.

s =452
2.5.1.3. MEDIDA DE DISPERSION

La dispersion de un conjunto de observaciones se refiere a la
variedad que muestran éstas. Una medida de dispersion
conlleva informacion respecto de la cantidad total de
variabilidad presente en el conjunto de datos. Si todos los
valores son iguales no hay dispersion, pero si no todos son
iguales, entonces existe dispersion en los datos. La magnitud
de la dispersion es pequefia cuando los valores, aunque

diferentes, son cercanos entre si.
2.5.2. ESTADISTICA INFERENCIAL
2.5.2.1. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
El analisis de varianza de un tratamiento se aplica a los test
estadisticos sobre mas de dos grupos. Se crea una suma de
cuadrados que represente las diferencias entre las medias de cada

uno de los grupos y una segunda suma que represente la variacion

en cada uno de ellos.
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ANOVA es una técnica estadistica eficiente; si la hipdtesis nula
esta fundamentada (es decir, si no se encuentra evidencia para
rechazarla), normalmente uno no continla con las siguientes
comparaciones estadisticas que permiten analizar datos empiricos
para determinar si hay diferencia significativa entre el conjunto de
medias, en cambio si encontramos evidencia suficiente para
rechazarla se aceptara la hipdtesis alternativa a lo cual se podria
aplicar un test de comparacion multiple que nos sefiale en forma
precisa y especifica que grupos son similares o diferentes. Esta
prueba es la prueba de Tukey.

2.5.2.2. PRUEBA ESTADISTICA TUKEY

La prueba de Tukey, que generalmente se conoce como prueba de
HSD (diferencia verdaderamente significativa), es una prueba de
comparacion madltiple, utiliza medias graduadas, se basa en el
andlisis de varianza y asegura que la probabilidad de que una 0 méas
comparaciones que se juzgue significativa solamente por azar no

sea mayor de 5%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OBTENCION Y DETERMINACION DEL RENDIMIENTODEL
ACEITE DE SEMILLA DE Vitis vinifera L. (Uva)

Para la extraccion del aceite se utilizé el equipo de prensado con 10 kg de
material vegetal (semillas) por un periodo de 45 minutos con un rango de
temperatura entre 35-40 °C, se obtuvo 720 mL de aceite virgen. A 300 mL
se coloco en peras de decantacion durante 3 dias, se separo el aceite de otras
impurezas (gomas, resinas y restos de las semillas).Se almaceno en frasco
de vidrio color &mbar con cerradura hermética para su posterior anélisis de
control de calidad; el aceite obtenido fue de color verde-amarillento, de olor
sui géneris.

Se determind el porcentaje de rendimiento del aceite de semilla de Vitis
vinifera L. (Uva) variedad quebranta con el peso del aceite obtenido y la

cantidad de muestra que se utilizo.
Al obtener el aceite de las semillas de Vitis vinifera Lpor el método de

prensado en frio en los diferentes ensayos, los valores del porcentaje de
rendimientose observan en elCuadro N° 5obteniendo un resultado de 7.2%
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valor que resulta ser diferente al obtenido a partir de las semillas de Vitis
Labrusca (9.6%) por el método de extraccién Soxhlet utilizando hexano. *
Esto podria explicarse que la extraccion varia debido a la influencia de
algunos factores, entre ellos, el contenido de aceite y el método de
extraccion empleado, ademés el contenido de aceite en la semilla podria
depender de la variedad y las condiciones climatolégicas del lugar donde se
cultiva.**La extraccién mecanica es un procedimiento efectivo y eficaz para
la extraccion del aceite presente en las semillas de uva, con lo cual se
podrian aprovechar estos residuos de la Industria vinicola. La extraccion por
medios mecanicos tiene como ventaja el no tener que emplear solventes
organicos, potencialmente peligrosos para la salud de los consumidores asi
como también durante el proceso de la extraccion debido al riesgo de

explosiones.

Cuadro N° 5: RENDIMIENTO DEL ACEITE DE SEMILLA Vitis vinifera

L. (Uva)
Método Peso de Peso del aceite Rendimiento
Prensado en muestra obtenida
frio (9) (¢)) (%)
Ensayo 1 10 000g 722.289g 7.2
Ensayo 2 10 000g 725.169g 7.3
Ensayo 3 10 000g 719.73¢g 7.2
Promedio - 7.2

Fuente: Elaboracién propia

3.2. CONTROL DE CALIDAD DEL ACEITE DE SEMILLA DE Vitis

viniferalL.(Uva)

3.2.1. CARACTERISTICAS FISICAS

Una vez obtenido el aceite se realizaron los analisis de control de calidad

para determinar sus caracteristicas fisicas, los resultados obtenidos se

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




N
REPOSITORIO DE P UNIVERZIDAD

i~ B-——CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

muestran en el Cuadro N°6, la densidad encontrada fue 0.9236 g/mL, con
una desviacion estandar de 0.0031 esto indica que el método es
reproducible y confiable, el valor hallado es similar al establecido por el
CODEX STAN 210-1999%" para el aceite de semilla de uva (0.920-0.926
g/mL) y se asemeja con la densidad reportada por normas internacionales
de México (0.920-0.926 g/cm®) * y Argentina (0.906-0.920 g/cm?®).**El
indice de refraccion: se realizd el ensayo por triplicado utilizando el
equipo digital ABBE 315 RS a una temperatura de 20°C en la que el valor
promedio hallado fue 1.4237, encontrandose valores similares en otros
estudios (1.460-1.466).* El porcentaje de humedad hallado fue 11%
indicando una condicién de almacenamiento adecuado y correcto secado,
la humedad optima de las semillas varia ampliamente segun las distintas
variedades, otros estudios han reportado un contenido de humedad de
13.7% en las semillas.®

Cuadro N° 6:CARACTERISTICAS FiSICAS DEL ACEITE DE
SEMILLA DE Vitis vinifera L. (Uva)

ENSAYOS Densidad indice de refraccion Humedad
N° (9/mL) (20°C) (%)
1 0.9238 1.4233 11
2 0.9205 1.4240 9
3 0.9266 1.4238 13
X 0.9236 1.4237 11
D.S. 0.0031 0.0003 0.02

Fuente: Elaboracién propia

3.2.2. CARACTERISTICAS QUIMICAS

Al aceite obtenido se realizaron los analisis de control de calidad para
determinar sus caracteristicas quimicas, los resultados obtenidos se
muestran en el Cuadro N°7. Para el analisis del indice de acidez se empleo
el aceite obtenido, en una mezcla de volumen de alcohol y éter dietilico, se

agregd el indicador fenolftaleina y se valor6 con una solucion base
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(NaOH).El resultado obtenido fue 0.39 expresado en % acido oleico con una
desviacion estandar de 0.04 lo que indica que el método es confiable y
reproducible debido a que el valor hallado es similar al establecido por el
CODEX STAN 210-1999 *’para el aceite de semilla de uva(<0.6), este
pardmetro nos indica cuan oxidable puede ser la muestra. Si el proceso de
extraccion fuese por extraccion por solvente este valor podria ser més alto
ya que favorece la descomposicion de las cadenas de triglicéridos debido al
calor, lo cual da origen a una mayor cantidad de acidos grasos libres, que
serian los responsables de la oxidacion de lipidos en el aceite
contribuyendoa la rancidez.*Para el analisis del indice de saponificacion se
utilizd el aceite obtenido, alcohol, hidroxido de potasio alcohdlico y se
calentd la solucion en bafio maria durante 30 minutos, posteriormente se
agregd el indicador fenolftaleina y se valoré con una solucién acido en
caliente; se realiz6 un blanco bajo las mismas condiciones que la muestra.
El valor calculado para el aceite de semilla de Vitis vinifera L.fue
188mgKOH/g este parametro representa la medida de los acidos grasos
libres y combinados que existen en la grasa y es directamente proporcional a
su masa molecular. Indica que el aceite presenta acidos grasos de bajo peso
molecular o contienen una proporcion muy pequefia de acidos grasos de
cadena corta.*’Para el analisis del indice de peréxido se empleé un matraz
en el cual se peso el aceite, se agregd una mezcla de acido acético glacial y
cloroformo (3:2), yoduro de potasio; se agitd y se dejé 1minuto en la
oscuridad, finalmente se afiadié agua destilada y se valord con tiosulfato de
sodio, se agregoalmidon y se continuo valorando hasta un cambio de color;
se realizé un blanco bajo las mismas condiciones que la muestra. El valor
del aceite de semilla de uva fue 0.3774mEq O,/kg con una desviacion
estandar de 0.0132 lo que indica que el método es confiable y reproducible,
el valor hallado es minimo en comparacion al valor establecido por el
CODEX STAN 210-1999%" para el aceite de semilla de uva (<10), lo que
indica que durante la extraccion el aceite no sufri6 degradacion
oxidativa.Para el analisis del indice de yodo se utilizé el aceite de semilla de

Vitis vinifera L. se disolvié en cloroformo, se agregd bromuro de yodo y se
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dejo en reposo 30 minutos; se agregd yoduro de potasio, agua destilada. Se
valor6 con tiosulfato de sodio, se agregd almidén y se continud titulando
hasta que el color oscuro desaparezca; se realizd un blanco bajo las mismas
condiciones que la muestra. El valor calculado fue de 131mgKOHY/g valor
que sugiere un alto grado de instauracion de la muestra, es decir que el
aceite de semillas de Vitis vinifera L. presenta alto contenido de &cidos
grasos poliinsaturados.*’El indice de yodo se encuentra dentro del rango
establecido por CODEX STAN 210-1999. ¥’

Cuadro N°7:CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ACEITE DE
SEMILLA DE Vitis vinifera L. (Uva)

3 | INDICE DE INDICE DE INDICE DE | INDICE
<>£ ACIDEZ | SAPONIFICACION | PEROXIDO DE
4 (%AC. (mg KOH/qg) mEQO./kg YODO
w Oleico) g 1,/100g
V.N. <0.6 188-194 <10 128-150
1 0.39 185.5502 0.3664 130.5906
2 0.43 188.6195 0.3920 129.9687
3 0.35 191.1307 0.3739 131.8343
X 0.39 188.4335 0.3774 130.7979
D.S 0.04 2.6712 0.0132 0.9499

Fuente: Elaboracién propia

3.3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para determinar la actividad antioxidante se realiz6 el métodoDPPHel
rango de longitud de onda utilizado fue 515 nm,se realizd una curva de
calibracién con Trolox (Gréafico N°3)obteniendo un coeficiente de
correlacion de R?% 0.995 a partir de las cuales fue posible expresar la
actividad antioxidante del aceite de semilla de uva evaluadas en mM.La
solucién DPPH se prepar6 minutos antes de realizar el ensayo, debido a
que tiende a degradarse rapidamente por efectos de la luz y la
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temperatura. ** Elresultado obtenido fue9.50 mM equivalente de
TROLOX, mostrdndonos una mejor capacidad antioxidante en
comparacion con otro trabajo que determindla capacidad antioxidante al
limén y platano obteniendo un resultado de 6.7 mM y 8.2 mM.*. En otro
estudio determinaron la capacidad antioxidante del extracto de semilla de
uva mediante el método DPPH dio un resultado de 1.96 mM.*

Célculo de la capacidad antioxidante: Método DPPH

0.0095 mmol* 6 ml *10 ml
L 0.2ml 0.3ml

=9.50 mM TROLOX

El promedio de dos ensayos realizados para medir la capacidad
antioxidante fue de 0.0095 mM este valor se multiplico por sus

respectivas diluciones realizadas a la muestra.

0,7000

0,6500 -
0,6000 -
0,5500 -
0,5000 -

0,4500 -

Absorbancia

0,4000 -

y =-0.0203x + 0.6739
O,3500 T RZ = 0.995

0,3000 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (uM)

Grafico N° 3.- Curva de calibracion
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3.4. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Se identificoé la presencia de o -tocoferol en el aceite obtenido
comparandolo con el estandar correspondiente a través de la
cromatografia en capa fina, el resultado obtenido se observa en el
Gréfico N° 4dos manchasiguales de color morado y a la misma altura
(estdndar y muestra). En otro trabajo realizado identificaron la presencia
de vitamina E (o — tocoferol)en el cual obtuvieron un Rf de 0.68*valor

similar al resultado obtenido en la muestra analizada(Rf 0.70).

Rf calculado para el estandar Rf calculado para la muestra
5.0 5.0
R = 2="=0.70 Ry = 2="=0.70
7.1 cm 7.1 cm

0.70 0.70

Gréfico N° 4.- Corrida cromatografica
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3.5. INDUCCION EXPERIMENTAL DE HIPERTENSION ARTERIAL:
MODELO L-NAME

En el presente estudio se indujo la hipertension arterial experimental a 25
animales (machos) quefueron pesados para calcular la dosis correspondiente
del aminoécido L-NAME (40mg/kg) que se administrd por via orofaringea
durante 28 dias. Antes de realizar la medicion de la presion arterial el
animal debe estar tranquilo para no tener datos erréneos; el aumento
progresivo de la presion arterial se midié cada 7 dias utilizando el equipo
BiopacSystems que esta compuesto por 2 partes: un transductor que se
coloca en la base de la cola de la rata (vena coccigea),y un amplificador que
nos muestra graficamente los valores de presion arterial sistolica y diastélica
a través del programa.

Durante todo el proceso experimental los animales fueron sometidos bajo
las mismas condiciones climéaticas y alimenticias.Se registraron los
promedios de la presion arterial sistolica, diastolica y media (calculada) en
milimetros de mercurio como se muestran en el Cuadro N° 8 durante un

periodo de 28 diasempleando el equipo BIOPAC Systems.(Anexo 1)

Cuadro N°8: PROMEDIOS DE PRESION ARTERIAL INDUCIDOSCON
L-NAME DURANTE28 DIAS.

Basal 7 dias 14 Dias 21 dias 28 Dias
mmHg) mmHg) mmHg) mmHg) mmHg)
PAS | PAD |PAM | PAS | PAD | PAM | PAS | PAD | PAM | PAS | PAD | PAM | PAS | PAD | PAM
X | 140 | 104 | 116 | 149 | 110 | 123 | 167 | 115 | 132 | 175 | 117 | 137 | 183 | 123 | 143

DS| 36 | 53| 41 | 57|39 | 41 60| 41| 36 [52| 33| 32 [31] 34| 30
Fuente: Elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)

La evolucion del incremento de la presion arterial sistolica, diastélica y
media (calculada) se observan en el Gréafico N°5 llegando a tener el dia 28
ratas hipertensas, estos valores fueron medidos cada 7dias empleando el
equipo BiopacSystems. El aumento de los valores de presion arterial se debe
a la inhibicion de la enzima o6xido nitrico sinteasa (NOS) que bloquea la
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produccion  del Oxido nitrico  (vasodilatador) aumentando la
vasoconstriccion a nivel de la capa interna de los vasos sanguineos
(endotelio). El incremento mas notorio fue la presion arterial sistdlica que
depende de la fuerza con que se contrae el corazon y el volumen que eyecta
hacia los vasos sanguineos. ElI método utilizado para la induccion de
hipertension arterial fue efectivoobteniéndose resultados esperados; en otro
estudio se utilizé el modelo L-NAME a una concentracion de 50mg/kgpara
la induccion de la presion arterial llegando a tener el dia 25 ratas hipertensas

con valores similares al presente trabajo.*’

200

PAS

180

160

140

120 4

100

80 —
=C=PAS

60 —
== PAD

I Presion Arterial (mmHg) I

=he=PAM

0 5 10 15 20 25 30
Dias

Grafico N° 5:Evolucidon del incremento de presion arterial durante 28 dias
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3.6. EFECTO ANTIHIPERTENSIVO DEL ACEITE DE SEMILLA DE
Vitis vinifera L.(UVA).

Los valores de la presion arterial en ratas normotensas fueron medidas
cada 7dias durante 4 semanas como se observa en el Cuadro N° 9, estos
valores fueron registrados por el equipo BIOPAC Systems. En elGrafico
N° 6se observa un ligero ascenso y descenso de los valores de la presion
arterial sistolica, diastélica ymedia (calculada) considerandose normales
debido a la variabilidad biol6gica que existe entre los animales.

Cuadro N°9: VALORES DE PRESION ARTERIAL EN RATAS
NORMOTENSAS DEL GRUPO CONTROL.

Basal 7 dias 14 Dias 21 dias 28 Dias
(mmHg) mmHg) mmHg) (mmHg) mmHg)

N° | PAS |PAD | PAM | PAS |PAD |PAM | PAS |PAD |PAM| PAS |PAD | PAM | PAS | PAD | PAM
1 | 137|100 | 112 | 131 | 95 | 107 | 142 | 97 | 115 | 139 | 98 | 112 | 143 | 95 | 111
2 | 143 | 99 | 116 | 139 | 98 | 112 | 145 | 100 | 115 | 142 | 99 | 117 | 146 | 102 | 117
3 [140| 98 | 112 | 130 | 96 | 111 [ 135 | 98 | 115 | 141 | 96 | 114 | 139 | 96 | 110
4 [ 137 | 97 | 119 | 132 | 97 | 114 | 139 | 96 | 112 | 142 | 97 | 115 | 145| 98 | 114
5

X

141 | 102 | 115 [ 135| 99 | 111 [ 142 | 95 | 116 | 145 | 95 | 114 | 141 | 92 | 108
140 | 99 | 115 | 133 | 97 | 111 | 141 | 97 | 115 | 142 | 97 | 114 | 143 | 97 | 112
DS| 26|19 29 |36 |16 | 25 |38 ]19 | 15 22 |16 | 18 | 29| 37| 35

Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)
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GréaficoN°6.- Valores de presion arterial en ratas normotensas.
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Los valores de la presion arterial del grupo que recibié tratamiento con
captopril (2mg/kg/dia) durante 28 dias se registraron en el cuadro N° 10, en
elGréafico N°7se observa la disminucién de la presion arterial por debajo de
los valores normales; se afirma que el tratamiento con captopril en 28 dias
presentd un efecto antihipertensivo siendoel medicamento del grupo de los
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina mas usado por su

efectividad.

Cuadro N° 10:VALORES DE PRESION ARTERIAL DEL GRUPO QUE
RECIBIO CAPTOPRIL (2 mg/kg)

Presion arterial (dia 0) | Presion arterial (dia 28)
(mmHg) (mmHg)
No|PAS |PAD |PAM |PAS |PAD |PAM
181 126 144 140 99 113
188 125 146 129 92 104
185 123 144 138 94 109
182 117 139 133 89 104
181 122 142 139 88 105
X | 183 123 143 136 92 107
DS| 3.0 3.5 2.6 4.7 4.4 3.9

Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)

OB [W(N |-

200 ]
?n 180 \
€ 140 —
= 120
=
100 +—rm
3 ﬁ_.
;: 80
~S €0 == PAS
"3 40 ——PAD
&
& 2 —A=—PAM___
O T T 1
0 10 20 30
Dias

Graéfico N°7.- Valores depresion arterial del grupotratado con

captopril
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Los valores de la presion arterial del grupo que recibid tratamiento con
vitamina E (200Ul) cada 24 horas durante 28 dias.se registraron en elCuadro
N° 11.En elGréafico N° 8se observa que la Vitamina E en 28 dias baja la
presion arterial sistdlica, diastdlica y media (calculada) siendo el efecto
antihipertensivo mas notable en la de presion arterial diastolica acercandose a

sus valores normales.

Cuadro N°11: VALORES DE PRESION ARTERIAL DEL GRUPO QUE
RECIBIO VITAMINA E (200Ul)

Presion arterial (dia 0) | Presion arterial (dia 28)
(mmHg) (mmHg)

No |[PAS |PAD |PAM |PAS |PAD |PAM
183 123 143 | 132 | 103 113
187 128 148 | 145 | 101 116
181 122 142 | 142 98 113
180 119 139 | 144 | 102 116
186 127 147 | 145 | 105 118
X | 183 124 144 | 142 | 102 115
DS| 3.0 3.7 3.7 5.5 2.6 2.2

Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)
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GraficoN°8.- Valores de presion arterial del grupo tratado con vitamina E.
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Los valores de la presion arterial del grupo que recibio tratamiento consuero
fisiolégico (0.9%) cada 24 horas durante 28 dias se registraron en el Cuadro
N° 12.En elGrafico N° 9se observa un ligero descenso en los valores de
presion arterial sistolica, diastolica y media (calculada) tratados con suero
fisiologico. Esta disminucion se debe que el organismo elimina la sustancia

exogena (L-NAME) a través de mecanismos fisioldgicos.

Cuadro N°12: VALORES DE PRESION ARTERIAL DEL GRUPO QUE
RECIBIOSUERO FISIOLOGICO (0.9%)

Presion arterial (dia 0) | Presion arterial (dia 28)
(mmHgQ) (mmHg

No |PAS |PAD PAM |PAS |PAD |PAM

179 125 143 172 118 136
185 119 141 173 116 135
184 121 142 173 117 136
180 122 141 172 119 137
184 121 142 175 118 137
182 122 142 173 118 136
DE | 2.7 2.2 0.8 1.2 2.0 0.8

Fuente: elaboracién propia (Microsoft Excel 2010)
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Graéfico N° 9.-Valores de presion arterial del grupo tratado

con suero fisioldgico.
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Los valores de la presion arterial del grupo que recibi6 tratamiento con aceite
en una dosis de 0.48 mL/kg cada 24 horas durante 28 dias se registraron en el
Cuadro N° 13. En elGréafico N°10 se observa que la presion arterial sistdlica,
diastdlica y media (calculada) muestran un discretodescenso en los valores

que fueron medidos semanalmente, no llegando a valores normales.

Cuadro N°13: VALORES DE PRESION ARTERIAL DEL GRUPO QUE
RECIBIO TRATAMIENTO CON ACEITE (0.48 mL/kg)

Presion arterial (dia 0) | Presion arterial (dia 28)
(mmHg (mmHg)

No |[PAS |PAD |PAM |PAS |PAD |PAM

182 127 145 153 103 120
189 129 149 158 104 122
179 119 139 159 105 123
177 118 138 161 102 122
180 123 142 160 107 125
181 123 143 158 104 122
DE | 4.6 4.8 4.5 3.1 1.9 1.8

Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)

X|on | |w|No |-
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=5 180 +—
< 160 —
S
€ 140 t: —r————
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t
5 80
:g €0 ==PAS
n ~@—PAD——
8 40
& 20 —fe—PAM

0

0 5 10 15 20 25 30
Dias

Graéfico N°10.- Valores de presion arterial del grupo tratado

con aceite 0.48 mL/kg
Los valores de la presion arterial del grupo que recibi6 tratamiento con aceite
en una dosis de 0.96 mL/kg cada 24 horas durante 28 dias se registraron en el
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Cuadro N° 14. En elGréfico N°11 se observa que dicho tratamiento controla
la presion arterial sist6lica, diastolica y media (calculada)llevandola a valores

normales.

Cuadro N°14: VALORES DE PRESION ARTERIAL DEL GRUPO QUE
RECIBIO TRATAMIENTO CON ACEITE (0.96 mL/kg)

Presion arterial (dia 0) | Presion arterial (dia 28)
(mmHg) (mmHg)
No | PAS | PAD | PAM | PAS | PAD | PAM
184 123 143 142 106 118
186 127 147 135 98 110
179 118 138 138 99 112
180 123 142 141 100 114
182 125 144 137 98 111
X 182 123 143 139 100 113
DE | 29 3.3 3.3 2.9 3.3 3.2

Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)
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Graéfico N°11.- Valores de presion arterial del grupo tratadocon aceite
0.96 mL/kg

3.7. ANALISIS ESTADISTICO INFERENCIAL DE ANOVA Y TUKEY
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Se utilizla prueba estadistica de andlisis de varianza (ANOVA), que nos
permitio determinar si existe una diferencia estadisticamente significativa, con

un nivel del 95 % de confianza.

3.7.1. ANOVA DE PRESION ARTERIAL SISTOLICA

Para el analisis de varianza se utilizaron los datos de la Gltima semana de
tratamiento de los grupos experimentales que se muestran en el Cuadro N°
15.Los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) realizado mediante el
paquete estadistico Minitab se muestran en el Cuadro N° 16; con la

finalidad de conocer si los grupos experimentales difieren entre si.

El valor de la probabilidad hallada fue P < 0.05 lo que indica que hay
diferencia significativa entre grupos al 95 % de confianza.

Cuadro N° 15: VALORES DE PRESION ARTERIAL SISTOLICA DE
LOS DIFERENTES GRUPOS

PRESION ARTERIAL SISTOLICA
ACEITE | ACEITE | VITAMINA
CAPTOPRIL | SUERO | 0.30 mL | 0.15 mL E BLANCO
140 172 142 153 132 140
129 173 135 158 145 133
138 173 138 159 142 141
133 172 141 161 144 142
139 175 137 160 145 143

Fuente: Elaboracién propia

Cuadro N° 16: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

Origen de Grados  Promedio Valor
las Suma de de de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 5371.37 5 1074.27 73.92  8.7866E-14 2.62
Dentro de
los grupos 348.80 24 14.53
Total 5720.17 29

Fuente: Elaboracién propia (Minitab)

Dado que se obtuvo como resultado que existe diferencia entre grupos se
aplicd una prueba estadistica de comparacion multiple (Tukey) que brinda
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informacion en forma precisa y especifica sobre que grupos son similares o
diferentes.En el Cuadro N° 17se registraron los resultados obtenidos de la
presion arterial sistélicausando la prueba de comparacion madltiple
(Tukey).En elGrafico N° 12 se observan los diagramas caja-
bigote(Boxplots)correspondientes alCuadro N° 17. El promedio del grupo
tratado con suero fisioldgico difiere con los grupos captopril 2mg/kg, aceite
0.96 mL/kg, aceite 0.48 mL/ kg, vitamina E (200Ul) y el blanco. EI grupo
tratado con aceite 0.48 mL/kg presenta una disminucién en el valor de la
presion arterial sistolica no llegando al promedio del blanco. Senecesita una
concentracion de 0.96 mL/kg de aceite para obtener un efecto sobre la
presion arterial sistélica semejante a los grupos tratados con captopril y
vitamina Ealos 28 dias de tratamiento ya que los valores registrados fueron

semejantes al blanco.

PRESION ARTERIAL SISTOLICA

180

170 -

=

[=2)

o
1

PAS (mmHg)

140 -

130 -

Captlopril Suero Aceite 0.3mL  Aceite 0.15mL  Vitamina E Blanco

GraficoN° 12.-Diagrama representativo de los valores de presion

arterial sistolica en los diferentes grupos.
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Cuadro N° 17: PRUEBA ESTADISTICA TUKEY PARA LA MEDICION DE
PRESION ARTERIAL SISTOLICA.

Tratamiento N Promedio Grupo
(mmHg)

Suero (0.9%) 5 173 A

Aceite (0.48 mL/kg) 0.15 mL 5 158 B
Vitamina E (200 Ul) 5 142 C
Blanco 5 140 C
Aceite (0.96 mL/kg) 0.30 ml 5 139 C
Captopril (2 mg/kg) 5 136 C

Fuente: Elaboracién propia (Minitab)

3.7.2. ANOVA DE PRESION ARTERIAL DIASTOLICA

Para el analisis de varianza se utilizaron los datos de la Gltima semana de
tratamiento de los grupos experimentales que se muestran en el Cuadro N°
18. Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) se muestran en el
Cuadro N° 19,con la finalidad de conocer si los grupos experimentales
difieren entre si. El valor de la probabilidad hallada fue P < 0.05 lo que

indica que hay diferencia significativa entre grupos al 95 % de confianza.

Cuadro N° 18: VALORES DE PRESION ARTERIAL DIASTOLICA DE
LOS DIFERENTES GRUPOS

PRESION ARTERIAL DIASTOLICA
ACEITE | ACEITE | VITAMINA
CAPTOPRIL [SUERO| 0.30 mL | 0.15 mL E BLANCO
99 118 106 103 103 99
92 116 98 104 101 97
94 117 99 105 98 97
89 119 100 102 102 97
88 118 98 107 105 97

Fuente: Elaboracién propia
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Cuadro N° 19: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

Grados Promedio Valor
Origendelas Suma de de de los critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Valor -P para F
Entre grupos 1821.87 5 364.37 50.84 5.438E-12 2.62
Dentro de
los grupos 172 24 7.17
Total 1993.87 29

Fuente: Elaboracion propia (Minitab)

Dado que se obtuvo como resultado que existe diferencia entre grupos se

aplico una prueba estadistica de comparacion multiple (Tukey).

En el Cuadro N° 20se muestran los resultados obtenidos de la presién
arterial diastdlica usando la prueba de comparacion mdaltiple (Tukey). En el
Grafico N° 13 se observan los diagramas caja-bigote (Boxplots)

correspondientes al Cuadro N° 20.

El promedio delgrupo tratado con suero fisiolégicodifierecon los grupos
captopril (2mg/kg), aceite 0.96 mL/kg, aceite0.48 mL/kg, vitamina E
(200U1) y el blanco. El grupo tratado con aceite 0.48 mL/kgpresenta una
disminucion en el valor de la presion arterial diastolica no llegando al valor
del blanco. Los promedios de los grupostratados con vitamina E (200Ul) y
aceite de 0.96 mL/kg se asemejan al promedio del blanco.El grupo tratado
con captopril (2mg/kg) controld la presion arterial diastélica dicho promedio
se asemeja alvalor del blanco debido a su actividad antihipertensiva
comprobada.Se necesita una concentracion de 0.96 mL/kg de aceite para
alcanzar un efecto sobre la presidn arterial diastolica similar al blanco.
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PRESION ARTERIAL DIASTOLICA
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Grafico N°13.- Diagrama representativo de los valores de presion
arterial diastolica en los diferentes grupos.

Cuadro N° 20: PRUEBA ESTADISTICA TUKEY PARA LA MEDICION DE
PRESION ARTERIAL DIASTOLICA

Tratamiento N P(:;?gilzi)o Grupo
Suero(0.9%) 5 118 A
Aceite (0.48 mL/kg) 0.15mL 5 104 B
Vitamina E (200UI) 5 102 B
Aceite (0.96 mL/kg) 0.30mL 5 100 B
Blanco 5 2
Captopril (2mg/kg) 5 92

Fuente: Elaboracién propia (Minitab)

3.7.3. ANOVA DE PRESION ARTERIAL MEDIA

Para el analisis de varianza se utilizaron los datos de la Gltima semana
de tratamiento de los grupos experimentales que se muestran en el
Cuadro N° 21. Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) se
muestran en el Cuadro N° 22; con la finalidad de conocer si los

grupos experimentales difieren entre si.
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El valor de la probabilidad hallada fue P < 0.05 lo que indica que hay
diferencia significativa entre grupos al 95 % de confianza.

Cuadro N° 21: VALORES DE PRESION ARTERIAL MEDIA DE LOS
DIFERENTES GRUPOS

PRESION ARTERIAL MEDIA
ACEITE | ACEITE | VITAMINA
CAPTOPRIL |[SUERO| 0.30 mL | 0.15mL E BLANCO
113 136 118 120 113 115
104 135 110 122 116 111
109 136 112 123 113 115
104 137 114 122 116 114
105 137 111 125 118 112

Fuente: Elaboracién propia

Cuadro N° 22: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

Origen de Grados Promedio Valor

las Suma de de de los critico para

variaciones cuadrados libertad cuadrados F  Probabilidad F

Entre

grupos 2622.47 5 524.49 83.89 2.12E-14 2.62

Dentro de

los grupos 150 24 6.25

Total 2772.52 29

Fuente: Elaboracién propia (Minitab)

Dado que se obtuvo como resultado que existe diferencia entre grupos
se aplico una prueba estadistica de comparacion multiple (Tukey).

En el Cuadro N° 23se muestran los resultados obtenidos de la presion
arterial media usando la prueba de comparacion mdaltiple (Tukey). En
el Grafico N° 14 se observan los diagramas caja-bigote (Boxplots)
correspondientes al Cuadro N° 23. El promedio del grupo tratado con
aceite 0.48 mL/kg no se asemeja al promedio del blanco.Los
promedios de los grupos con vitamina E (200Ul) y aceite 0.96 mL/kg
se asemejan al promedio del blancoes decir que ambos tratamientos
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bajaron la presién arterial media mostrando una eficacia
antihipertensiva similar al grupo tratado con captopril (2mg/kg).

Estos resultados nos permitieron deducir que Se necesita una
concentracion de 0.96 mL/kg de aceite para alcanzar un efecto sobre

la presion arterial mediasimilar al blanco.

PRESION ARTERIAL MEDIA

140 |

130

PAM (mmHg)
S

110

100

Captopril Suero Aceite 0.3mL  Aceite 0.15mL  Vitamina E Blanco

Gréfico N°14.-Diagrama representativo de los valores de presion
arterial media en los diferentes grupos.

Cuadro N° 23: PRUEBA ESTADISTICA TUKEY PARA LA MEDICION DE
PRESION ARTERIAL MEDIA

Tratamiento N FE::::E‘;I)O Grupos
Suero (0.9%) 5 136 A
Aceite (0.48 mL/kg) 0.15 mL 5 122 B
Vitamina E (200UI) 5 115 C
Blanco 5 113 C
Aceite (0.96 mL/kg) 0.30mL 5 113 C
Captopril (2 mg/kg) 5 107 D

Fuente: Elaboracion propia (Minitab)
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CONCLUSIONES

1. El porcentaje de rendimiento del aceite de semilla de Vitis vinifera L. (Uva)

variedad quebranta por el método prensado en frio fue 7.2%.

2. Los resultados de las caracteristicas fisicas y quimicas realizados al aceite de
semilla de Vitis vinifera L. (Uva) se encontraron dentro del rango permitido
segun el Codex Alimentario STAN 210-1999.

3. La capacidad antioxidante del aceite de semilla de Vitis vinifera L. (Uva) por
el método DPPH fue 9.50 mM equivalente de TROLOX.

4. El modelo L-NAME con una dosis de 40 mg/kg cada 24 horas durante 28
dias logro inducir experimentalmente la hipertension arterial en animales de

laboratorio.

5. El aceite de semilla de Vitis vinifera L. (Uva) con unadosis de 0.96 mL/kg
mostr6 un efecto antihipertensivo sobre los valores de presion arterial
sistolica/diastolica (139/100mmHg) y media calculada (107mmHg) similares
a los valores del blanco (ratas normotensas 140/97mmHg), lo cual no se

logré con una dosis 0.48 mL/kg

6. El efecto antihipertensivo del aceite de semilla de Vitis vinifera L. (Uva) se
evalué comparando con los grupos que se administrd captopril (2 mg/kg) vy
vitamina E (200 UI).
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SUGERENCIAS

1. Determinar estudios de toxicidad aguda, cronica y dosificacion para ser

empleados en humanos.

2. Realizar estudios preclinicos, con el objetivo de confirmar la eficacia del
aceite de semilla Vitis viniferaL. (Uva) variedad quebranta, y ser usado como

tratamiento alternativo para controlar la hipertension arterial.

3. Sugerimos continuar con la investigacion de la semillaVitis vinifera L.(Uva),
ya que puede presentar alin mas propiedades farmacoldgicas muy

beneficiosas para el tratamiento de diversas enfermedades.
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ANEXO N°1

CUADROS DE RESULTADOS EN MILIMETROS DE MERCURIO DADOS
POR EL EQUIPO BIOPAC

Cuadro N° 1

Resultados del aumento de presion arterial con L-NAME durante 4semanas

7 dias 14 Dias 21 dias 28 Dias

Basal mmHg mmHg mmHg mmHg
N° |PAS |PAD | PAM | PAS | PAD | PAM | PAS [PAD | PAM | PAS | PAD | PAM | PAS | PAD | PAM
1| 143| 112| 122| 151| 108| 122| 174| 118| 137| 178| 116| 137| 181| 126| 144
2| 139| 108| 118| 150| 112| 125| 172| 116| 135| 179| 119| 139| 188| 125| 146
3| 144| 116| 125| 148| 114| 125| 168| 117| 134| 182| 121| 141| 185| 123| 144
4| 147| 100| 115| 149| 108| 122| 170| 112| 131| 183| 115| 138| 182| 117| 139
5| 140| 102| 115| 157| 109| 125| 173| 111| 132| 1/8| 117| 137| 181| 122| 142
6| 141| 106| 118| 153| 112| 126| 167| 116| 133| 171| 114| 133| 183| 123| 143
7| 145| 103| 117| 161| 114| 130| 172| 119| 137| 1/9| 119| 139| 187| 128| 148
8| 143| 103| 116| 152| 112| 125| 169| 116| 134| 1/6| 117| 137| 181| 122| 142
9| 146| 109| 121| 155| 111| 126| 171| 118| 136| 177| 117| 137| 180| 119| 139
10| 142| 106| 118| 158| 119| 132| 170| 120| 137| 180| 118| 139| 186| 127| 147
11| 137| 109| 118| 141 111| 121| 162| 117| 132| 176| 119| 138| 179| 125| 143
12| 135| 102| 113| 138| 108| 118| 163| 112| 129| 173| 115| 134| 185| 119| 141
13| 140| 111| 121| 149| 114| 126| 168| 121| 137| 175| 117| 136| 184| 121| 142
14| 142| 106| 118| 145| 110| 122| 160| 118| 132| 169| 120| 136| 180| 122| 141
15| 138| 96| 110| 143 101| 115| 177| 106| 130| 179| 112| 134| 184| 121| 142
16| 141| 101| 114| 150| 112| 125| 169| 117| 134| 173| 119| 137| 182| 127| 145
17| 142| 100| 114| 153| 108| 123| 166| 114| 131| 174| 114| 134| 189| 129| 149
18| 139| 99| 112| 140| 104| 116| 159| 105| 123| 168| 110| 129| 179| 119| 139
19| 136| 101| 113| 143| 109| 120| 162| 119| 133| 170| 118| 135| 177| 118| 138
20| 140| 104| 116| 147| 113| 124| 161| 118| 132| 171| 123| 139| 180| 123| 142
21| 132| 96| 108| 144| 107| 119| 158| 109| 125| 165| 114| 131| 184| 123| 143
22| 145| 108| 120| 145| 108| 120| 153| 117| 129| 166| 119| 135| 186| 127| 147
23| 137| 96| 110| 149| 106| 120| 160| 112| 128| 169| 119| 136| 179| 118| 138
24| 137| 98| 111| 151| 116| 128| 173| 115| 134| 183| 124| 144| 180| 123| 142
25| 140| 102| 115| 147| 107| 120| 168| 113| 131| 178| 121| 140| 182| 125| 144
X| 140| 104| 116| 149| 110| 123| 167| 115| 132| 175| 117| 137| 183| 123| 143
DS| 36| 53| 41| 57| 39| 41| 60| 41| 36| 52| 33| 32| 31| 34| 30

Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Cuadro N° 2

Resultados del grupo control de la medicion de presion arterial en 4semanas

Basal 7 dias 14 Dias 21 dias 28 Dias
mmHQ) mmHQ) (mmHg) (mmHg) mmHQ)
N° | PAS | PAD |PAM | PAS | PAD |PAM | PAS | PAD |[PAM | PAS |PAD |PAM |PAS |PAD |PAM
1 137|100 | 112 |131| 95 | 107 | 142 | 97 | 115 | 139 | 98 | 112 | 143 | 95 | 111
2 | 143 | 99 | 116 | 139 | 98 | 112 | 145 | 100 | 115 | 142 | 99 | 117 | 146 | 102 | 117
3 1140| 98 | 112 | 130 | 96 | 111 |135| 98 | 115 | 141 | 96 | 114 | 139 | 96 | 110
4 | 137 | 97 | 119 | 132 | 97 | 114 | 139 | 96 | 112 | 142 | 97 | 115 | 145| 98 | 114
5 1141|102 | 115 | 135| 99 | 111 | 142 | 95 | 116 | 145 | 95 | 114 | 141 | 92 | 108
X 1140 ] 99 | 115 | 133 | 97 | 111 | 141 | 97 | 115 | 142 | 97 | 114 | 143 | 97 | 112
DS| 26|19 |29 (36|16 | 25 38|19 |15 | 22 |16 | 18 |29 | 37 | 35
Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)
Cuadro N° 3
Valores de presion arterial del grupo que recibio captopril (2mg/kg/dia)
Basal 7 dias 14 Dias 21 dias 28 Dias
mmH mmH mmH mmHg mmH
N° |PAS|PAD|PAM |PAS |PAD |PAM |PAS|PAD|PAM| PAS |PAD |PAM |PAS|PAD|PAM
1181 | 126 | 144 | 173 | 120 | 138 | 161 | 117 | 132 | 152 | 113 | 126 | 140 | 99 | 113
2|1188 | 125 | 146 | 172 | 125 | 141 | 159 | 115 | 130 | 148 | 109 | 122 | 129 | 92 | 104
3|1185| 123 | 144 | 179 | 121 | 140 | 172 | 119 | 137 | 157 | 111 | 126 | 138 | 94 | 109
4182|117 | 139 | 177 | 119 | 138 | 166 | 115 | 132 | 155 | 106 | 122 | 133 | 89 | 104
5|181 | 122 | 142 | 175 | 113 | 134 | 167 | 110 | 129 | 152 | 102 | 119 | 139 | 88 | 105
X[ 183|123 | 143 | 175 | 120 | 138 | 165 | 115 | 132 | 153 | 108 | 123 | 136 | 92 | 107
DE| 30|35 | 26 | 29|43 | 27 |[51]|33| 31| 34 |43 | 30 |47 | 44 | 3.9

Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)
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Cuadro N°4

Valores de presion arterial del grupo que recibi6 vitamina E (200 Ul/dia)

Basal 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
mmH mmH mmH mmHg mmH
N° |PAS|PAD |PAM | PAS |PAD |PAM | PAS |PAD |[PAM | PAS |PAD |PAM |PAS |PAD | PAM
1| 183| 123| 143| 170| 121| 137| 165| 120| 135| 153| 113| 126| 132| 103| 113
2| 187| 128| 148| 170| 115| 133| 163| 112| 129| 155| 104| 121| 145| 101| 116
3| 181| 122| 142| 176| 117| 137| 171| 108| 129| 163| 101| 122| 142| 98| 113
4| 180| 119| 139| 172| 112| 132| 167| 110| 129| 162| 103| 123| 144| 102| 116
5| 186| 127| 147| 178| 121| 140| 173| 118| 137| 166| 111| 129| 145| 105| 118
X | 183| 124| 144| 173| 117| 136| 168| 114| 132| 160| 106| 124| 142| 102| 115
DS| 30| 37| 37/36| 39| 33| 41| 52| 39 55| 53| 33| 55| 26| 22
Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)
Cuadro N°5
Valores de presion arterial del grupo que recibio suero fisiologico (0.9 %)
Basal 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
mmH mmH mmH mmHg mmH
N° |PAS|PAD |PAM |PAS |PAD|PAM PAS|PAD |[PAM| PAS |PAD|PAM |PAS|PAD |PAM
1| 179| 125| 143| 178| 122| 141| 175| 121| 139| 173| 119| 137| 172| 118| 136
2| 185| 119| 141 180| 119| 139| 177| 117| 137| 175| 116| 136| 173| 116| 135
3| 184| 121| 142| 180| 120| 140| 179| 120| 140| 175| 117| 136| 173| 117| 136
4| 180| 122| 141| 176| 120| 139| 175| 119| 138| 173| 118| 136| 172| 119| 137
5| 184| 121| 142| 183| 120| 141| 180| 120| 140| 177| 119| 138| 175| 118| 137
X | 182| 122| 142| 180| 120| 139| 177| 119| 139| 175| 118| 137| 173| 118| 136
DS| 27| 22| 08|20| 11| 08| 23| 15| 13 1.7/ 13| 10| 12| 11| 08
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Cuadro N°6

Valores de presion arterial del grupo que recibi6 tratamiento con aceite (0.48

mL/kQg)
Basal 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
mmH mmH mmH mmHg MmH

N° |PAS |PAD |PAM |PAS |PAD|PAM |PAS |PAD|PAM| PAS |PAD|PAM |PAS|PAD | PAM
182 |127 |145 (178 |125 |143 |176 |120 |139 |[158 107 |124 (153 |103 |[120
189 |129 |149 |180 |123 |142 |170 |117 |135 165 112 |130 |158 |104 |122
179 (119 |139 |181 |119 |140 |[175 |112 |133 |167 108 |128 |159 |105 |123
177 |118 |138 |177 |117 |137 |169 |115 |133 |164 106 125 161 |102 |122
180 |123 |142 |177 (120 |139 |171 |116 |134 [165 111 129 |160 |107 |[125
X |181 [123 |143 [179 |121 |140 |172 [116 |135 |164 109 [127 158 |104 |122
DS| 46| 48| 46|18| 32| 23| 31| 29| 23| 34| 26| 24| 31| 19| 138
Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)

g W N

Cuadro N°7

Valores de presion arterial del grupo que recibi6 tratamiento con aceite (0.96

mL/kQg)
Basal 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
mmH mmH mmH mmHg MmH

N° |PAS|PAD|PAM | PAS|PAD |PAM |PAS|PAD|PAM| PAS |PAD|PAM |PAS |PAD |PAM
184| 123| 143| 172| 119| 137| 162| 115| 131 155| 111| 126| 142| 106| 118
186| 127 | 147| 178| 122| 141| 172| 119| 137| 167| 109| 128| 135, 98| 110
179| 118| 138| 177| 117| 137| 171| 113| 132 158 | 107| 124| 138| 99| 112
180| 123| 142| 176| 119| 138| 172| 112| 132| 160| 108| 125| 141| 100| 114
182| 125| 144| 175| 120| 138| 170| 111| 131 162| 107| 125| 137| 98| 111
X 182| 123| 143| 176| 119| 139| 169| 114| 133| 160| 108| 126| 139| 100, 113
DS| 29| 33| 33| 23 18| 16| 42| 32| 25 45| 1.7, 15| 29| 33| 32
Fuente: elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)

O W IN |-
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Cuadro N°8: Valores de presion arterial en los diferentes grupos

Basal 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg
Tt |PA PA PA PA PA PA

No|o |S PAD | M PAS |D PAM |PAS |D PAM |PAS |D PAM |PAS |D PAM

181 |126 |144 |173 |120 138 |161 |117 (132 |152 (113 |126 [140 |99 |113
188 |125 |146. |172 |125 |[141 |159 |[115 (130 [148 [109 |122 (129 |92 |104
185 123 |144 [179 [121 |140 |[172 |119 [137 157 [111 [126 [138 |94 |109

182 |117 |139 |177 |119 138 |166 |115 (132 |155 [106 |122 [133 |89 |104
181 122 |142 |175 |113 |134 |167 (110 [129 |152 (102 (119 (139 |88 |105

X 183 |123 |143 |175 |120 |138 |165 |115 (132 |153 (108 |123 [136 |92 |107
183 (123 [143 [170 |121 |137 |165 |120 |135 |153 |113 |126 |132 |103 |113
187 |128 |148 [170 |115 |133 (163 |112 |[129 |155 104 [121 |145 |101 |116
181 |122 |142 |176 |117 |137 [171 |108 |129 |163 |101 [122 |142 |98 |113
180 |119 [139 [172 |112 |132 [167 |110 |129 |162 |103 [123 |144 |102 |116
10 186 |127 |147 |178 |121 |140 |[173 |118 |137 |166 |111 [129 |145 |105 |118
X 1183 |124 |144 |173 [117 |136 |168 |114 |132 [160 |106 |124 |[142 |102 |115

gl (B | WN|F-
Captopril

O |00 |N

Vitamina E

11| 9 |179 [125 |143 |178 |117 |137 |168 |116 |133 [166 |112 |130 |163 |110 |128
(=]

12| 2185|119 |141 |173 |121 138 |162 |116 131|150 111 |127 |160 |112 |128
‘»

13| % |184 |121 |142 |180 |120 1940 175 |118 |137 |168 |114 |132 |165 |112 |130

14| (180 [122 [141 [176 |119 [138 [172 [115 [134 170 [109 [129 [170 [110 |10

15| @ [184 [121 |142 [181 119 |140 [177 |120 [139 |172 [115 |134 |168 |115 |133

X 182 [122 |142 |178 |119 |139 |171 |117 [135 |167 [112 |130 [165 |[112 |130
16 182 |127 |145 |178 |125 |143 |176 |120 [139 |158 |107 |124 |153 |103 |120

-
17| E (189 |129 |149 |180 |123 |142 |170 |117 |135 |165 |112 |130 |158 |104 |122
18] 179 [119 [139 [181 [119 |140 |175 [112 [133 |167 108 [128 |159 [105 |123
19| = [177 |118 |138 |177 |117 |137 169 |115 |133 |164 |106 |125 |161 |102 |122
(8}
20| < |180 |123 [142 [177 |120 |139 |171 |116 |134 165 |111 |129 |160 [107 |125

X 181 [123 [143 |179 |121 |140 |172 |116 |135 |164 |109 |127 |158 |104 |122

21| 184 |123 |143 |172 (119 |137 |162 |115 |131 155 |111 [126 [142 |106 |118
22| E 1186 |127 |147 [178 [122 |141 [172 |119 |137 |167 |109 128 |[135 |98 |[110
23 § 179 |118 [138 [177 [117 [137 [171 |113 [132 |158 [107 [124 [138 |99 [112
24 % 180 [123 |142 [176 |119 |13g |172 |112 [132 |160 |108 |125 |141 |100 |114
[&]
<

25 182 (125 |144 |175 |120 |138 [170 |111 |131 |162 |107 |[125 |137 |98 |111

X 182 1123 |143 |176 |119 |138 |169 |114 |133 160 108 |126 |139 |100 |113

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ‘f—%‘%;% UNIVERSIDAD

Al i BCATOLICA
TR ~€ DE SANTA MARIA

ANEXO N° 2

EQUIPOS
Grafico N° 1

Equipo BIOPAC

GraficoN° 2

Equipo de prensado en frio
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ANEXO 3

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DPPH

Grafico N° 1

Reactivos

GraficoN° 2

Preparacion de la curva de calibracién y la muestra
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ANEXO N° 4

EVALUACION DEL EFECTO ANTIHIPERTENSIVO EN LOS ANIMALES
DE EXPERIMENTACION

GraficoN® 1

Administracion de L-NAME para producir aumento de presion arterial en las ratas

GraficoN° 2

Medicion de la presion arterial
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1. DESCRIPCION: [3]
Colocar aproximadamente 5 mL de la muestra, enun tubo de ensayo limpioy seco, ¥ evaluar su aspecto, asi
como el color, usandoiluminacion difusa y uniforme (reducir al minimo sombra o reflectancia)y contra un fondo
blanco. Evaluar el alor, del envase recientemente abierto después de una exposicion al aire de al menos 18
minutos.

2. SOLUBILIDAD: [1]
Evaluar la formacion de una solucionteniendo en cuenta las siguientes proporciones de solutoy solvente:
Transferir 1 mLdemuestra en un tubo de ensayo, afadir 10mL de alcohol.
Transferir 1 mL demuestra en un tubo de ensayo, anadir 10 mL de dcido acético glacial.
Transferir 1 mL demuestra en un tubo de ensayo, afadir 10mL de cloroformao.
Transferir 1 mLdemuestra en un tubo de ensayo, anadir 10mL de éter.

3. INDICE DE SAPONIFICACION: 1]
Solucion muestra: Colocar? g de muestra, pesados con exactitud, en un matraztaradode 280 mL, v agregar
250 mL de hidroxido de potasio alcohalico 05 M. Calentar el matraz en un bafio de vapor, bajo un
condensador adecuado para mantener el reflujo durante 30 minutos, rotando el contenido con frecuencia.
Agregar a continuacion 1 mL de fenolftaleina SR.

Procedimiento:
Valorar volumeétricamente el exceso de hidroxido de potasio con acido clorhidrico 0,6 M SV, Realizar una
determinacion de blanco bajo las mismas condiciones.

Calcular el Indice de saponificacion por la formula:

1.S. = [56,11 x (Ve — V) x N] / W

Donde:

5&, 11 [ Peso molecular del hidroxido de polasio

Ve [ Volumen de acido clorhidico D & N consumido en Ta prueba delblanco (mL})
'S [ Volumen de acido clorhidrico 0,5 M consumido en |a prueba real (mL)
' || Mormalidad exacta del acido clarhidrico

W | Peso dela sustancia tomada para [a prueba (g)

4, INDICE DE PEROXIDO: [1]
Solucidn saturada de yoduro de potasio: Preparar una solucion saturada de yoduro de potasio en agua
exenta de didxido de carbono. Asegurar que |a solucion permanezca saturada, seginloindica la presencia de
cristales sin disolver.

Solucion muestra: Colocar aproximadamente 5 g de |la sustancia, pesada con gxgatitud, en un matraz
Erlenmeyer de 260 mL con tapon devidrio esmerlado. Agregar 30 mL deuna mezcla de acido acético glacialy
colarnforme (3:2), agitar hasta disolver y agregar 0,5 mL de Solucion saturads de yoduro de potasio. Agitar
durante un minuto exactamente y agregar 30 mL de agua.

Procedimiento:
Valorar con fipsulfato de sodio 0,01 M SV, agregando lentamente |a solucion volumétrica con agitacion

continua, hasta que el color amarillo desaparezea casi por completo. Agregars mL de almidaon SR y continuar

cocumenio de usc estnctamente infemo del Deparamento de CGoniml gde Calidad
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lavolumetria, agitando enérgicamente, hasta que desaparezea el color azul. Realizar una determinacion conun
blanco bajo las mismas condiciones.

HNOTA: El volumen de la solucion volumeétrica empleada en la detemminacion con el blanco no debe exceder 0,1
mL.

Calcular el indice de peroxido por la formula:
LP. = [1000 x (V; — Vg) x N] / W

Donde:

Ve ([ Valumen delipsuliain de sodio 0,07 N consumidoenla prueba del blanco (mL]
Wy i Valumen, de osuliaio de sodio G,01 M consumido en la prueba real (mL}

[ H ([ Mormalidad exacta de la solucion de [losulfalo de sodio

W ;| Peso dela sustancia tomada para Ta prueba (g]

5. INDICE DE YODO: [1]
Solucion muestra: Transferir 0,2 g de muestra, pesada con exactitud, a un matraz para yodo de 250 mL,
disotver en 10 mL de cloroformo, agregar 28,0 mL de yodobromurn SR, tapar el vaso en forma segura y dejar
en reposodurante 30 minutos, protegido de la luz, agitando ocasionalmente. Luego agregar, en este orden, 30
mL de yoduro de potasio SR y 100 mL de agua

Procedimiento:

Walarar el yodoliberado confipsuffato de sodio 0,1 N SV, agitando minudosamente después de cada adician
de fiosulfato. Cuando el color del yodo setorne muy palido, agregar 3 mL de almiddn SR y continuar la
valoracion contipsulfalo de sodio 0,1 M 5V hasta que el color azul desaparezca. Realizar una prueba blanco al
mismo tiempo con las mismas cantidades de los mismos reactivos v de la misma forma.

Calcular el indice de yodo por la formula:

LY. = [126,90 x (Vs — V) x N] / (10 x W)

T Donde:
120,90 [ { Feso atomico del yodo.
Vz 1 Volumen, en mL de fipsulfalo desodio 0,7 W SV consumido porfa prueba del blanco.
V. { Volumen, en mL de josulfalo de sodio 0,1 N 5V consumido por Ta prueba real.
W [{ Hamallaad sxasa g8 Desnliels, de sodio 5V,
W { Feso dela muestra, en g, de [a sustancia tomada para a prueba.

[MOTA-Si la porcion de sustancia tomacda absorbe mas dela mitad delypdobromun SR, repetirla
determinacion empleandouna porcidnmas pequena de la sustancia a examinar,]

Documento de uze ezfriciamente infemo del Departamento de Contred de Calidad
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6. ACIDOS GRASOS LIBRES: [3]
Solucian muestra. Disoheren un matraz 20,0 g pesados con exactitud en una mezcla devolimenes iquales de
alcohol y éter (neutralizadoe a la fenolftaleina con MaQH 0,1 M 3V), agregar 1 mL de fenolftaleina SR-

Procedimiento:
Valorar con NaQH 0,18 5.V hasta que |a solucion permanezea rosado por lo menos por 30 segundos.

Calcular, el porcentaje de dcidos grasos libres como acido oleico con |3 siguiente expresion:

% Acido Oleico = Gm x N x 282

10 x Wm
Donde:
Gm [ ] Gasto deltifulante enla solucion muestra, en mL.
H { Normalidad real deTa solucion tifulante.

'Wm  [{Feso deTa muesira, en gramos.

7. DISOLVENTES RESIDUALES: [1]
Procedimiento:
Proceder segin INS/CC—067 LP “Instrucciones para Analisis de Disolventes Residuales™

8. CONTROL MICROBIOLOGICO: [1]
Procedimiento:
El ensayo es realizado por el drea de microbiologia seqln al INS/CMI-002 LP Examen Micrabiolagico de
Materia Prima v Material de Envase.

Referenciade lametodologia del ensayo [1]: USP 3T [2]: BP 2014 [3]: FROPLA
I
4
Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:
Responsable de Materia Prima y | Jefe de Control de Calidad Jefe de Aseguramiento de Calidad

Material de Empaque-Envase

Documento de uzo esinctamente infemo del Departamento de Conimd de Calidad
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NeuralEador de los radicales lores iImpldiendo = sreefecimi=nbo, reduce & colesierod mako ¥ los
irplcéridos. Excelents nara masaless v plel ressoa,

WHiE vinMera L.

El aceibe de pepllas de wea se sytme e e semillas de 18 v (W His vinBera), Luego de presonar los
Trufces: para la obfienckien del vimd queds ooemo remanenis el onfo donde se eposeniran s semillys

El corazdn de las semilias confens 21 acsibe que permanso: Dien prodegldo en su Infermior contm
sustancias quirsicas ¥ adithycs uillzscos =n el culivo de ke e,

Los CFC de las peplias de uva

OFC (Froarfoclanidinas olipomericas), PCO (Complejos procanidélicos clgomédoos], =uoo
anlcclanina, anixcianidina y otros nombres == refieren al mismo conjuric de compdejos bloTlavonaldes
Jque achlizn como nisgtralirsdones = adicales Ibres =n & cusnno hurmano, Se descubei=ron =n &
absaratonio porque t=nlan @ increinle capacidead de reforzar las pansdes de 10 vas0s sanguineos en
2% hioras sigukmies a su Ingestdn. Los obi=nldos de= la peplts de uva se comprobd gue eran mocho
mids poderosos que los exlraldos del cacahuabe ¥ o= ks plnces

Lo que los SFC de A pepias de eva pueden hisosr por su sakd
Manbenen susses los bejldos conjuntteos
Aart-infamaborkoss

Artk-arirfcos

Art-histaminicos

Art-alérgicos

Artkuloercsos

Frevi=nen e cAncer

Fresviz=nen anemedades depeneratisas
Arnticavidad y sHloma

Detdenen fa progresidn de las calaralas
Frevi=nen el epvefecimizmio de b e
Frofegen los pulmonas

Redwoen o detene = progreso de B2

‘Teoria de la cxldacian de las enfermecdades onenlcas

Al yeresta s, pusde gus t=niga sus dJudas, pero los OFC Hene uns capackdsd subyacente
descunlerta por & Or. Basguslier 20 15E6, esth =35 a capacidad &= las proariociaridinas
algomericas para neufralizar los radicales [lbres de=l cusmpo. Los mdlcal=s lbres son, simplermenie=,
flomos de oxlgeno con un el=cinin robedo durante = proceso nabomal del metabolsmo del Cwmsrpo

Bl hayoe sl=cikio o fuma, eshd expus=sio a urcs riveles mayorss de esios radicales lbres que la
mayor pake de la gent=, Indnikcamsrie, la genis que kao= sj=rckclo estd sypussia a mE&s radicales
Ibr=s que |3 gend= que ro o hace, ra gue fen=n un metaboll=mo mas rapldo ¥ vigoroso. Los
fumadores. acthsos ¥ pasivos son bombardesdos por ios radicales [Iores, ya gus =sios radicales lbres
fambién som un producio de los agenies conlaminantss {combwestdn Inefclemi=].

El 8tomo o= axigeno, oue en esiands esiable Hene cuatmo pares de slecirones, s vuelse Inzsiablz
osande plerde um saciran. Mos refenmos a un radical lers como e Slomo d= agigeno oon et
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=jecfrones. Este momibre desoribe aceriadamsanle @mben =u aoclén en el ousmpsn. De gl fcrma que
o5 charcos ¥ los vachos se l=nan rapldamanie 2n la raturaleza, los radicales s= combinan
rapldamenhbe con algo, =0 eshe CAS0 Was0s sanpuimsss, pars establizarse. Lo que oosTme =5 que &
radical Ibre lToma un elecinin de la membrans de on te)izo corporal y 3l ksosrdo, produce sl otng
radical Ibre mas, o, por Su oETga, 5 v obipeds 8 burscar olno =lksctnin, &n =u ouemss. El resullado
=5 una cascada de oxidaciones - oxizando, IREralments, o5 ie)dos corporaies. Esbe =5 w0 Tendmena
fan pres=nte ¥ pernicioso &m el oespo que e oxidacion de los radicales llomes s ha propussio
reclznEmenie como i3 cawsa enclusiva de lxs amizreedades cronicas degeneralivas!

Intreduccion & ios OPC

Lot andoxkdamles puzden estaciizar ks radicsles [lores sin wolverse peligrosos. O hecha, los
antioxizenies sigesn dorando elecircnes hasla que no dener mds, por o que urs moleouks
antioxizanie pusds nevtralEar muchos radicaies |[hnes.

La efechvidisd de un anboxicane se calosia medianie & nmens de elecinones disponibies em un
antioxianie daca. Sl avioridanis & H=ne & dobie d= electrones. disponibies que =) anlloxidaris B,
e dice gue A 25 gl doble de polerts que B. Pam Ryoer uns comparsciin de ks OFC oon olros
antloiaies, son 20 veces mas potenles gue & vilaminag © y 50 veces mas potenmies que la vRamina
E {20 ¥ 20 =on ndrams redondss, sers ecusrde gue s QP C soan un Hpo de Dioflevinoides, porlo
gue esklas cHmas son aproXimatvas].

Fara condirmar s necesidsd de Inclulr SFC an nuesira deds, The Lancet sn un sshedio de= gran
dBuslén, publicd gue ;la falka d= viksmine E =5 un fschor desencadsnanks d= probil=mas de coraxdn
mids Imporianhe g os niveles alos de col=sisno!

The Lancet, una de las publicaciones médicas méEs iImporanies d=l mundo, publicd =n su esiodio jen
=siudio de doble clego akaiono] del ndmens del 25 de Marzo de 1956, resufsdos que Indican g ks
oajos nkeles de vilamina E pusden ser ks casrsani=s del 62% de los casos = alogeess al corazon,

i beryiras gue =l ocokesiemsl allo s0lo &5 responsable del 29% de los Casos.

Adrmarsos gue egho =g debiddo o las proplecsdes anboxldant=s de la wamina E y = InvEsmos a
coemiproDar la capacidad d= kos OFC para Torialecer las par=des de los vasos sanguinecs y a gues
=xiralpa sus proplas concduskones.

Composicliin del acels de pephia de wia

Froves g vitaming E vy una alla corcenbrackin de &cido linolk=kco (7%, acldos grasos ss=nclales,
Iamados Smega & ¥ Omega 3, ques son muy Importanies sn ka produccin de orostsgiandinss,
srstancias necesariss para reducir la apregacidn de las plagestas v pars meducr oesiguisr Hpo e
raraciEn.

El Omega E ¥ =l Smega & no san sinl=ldzsdos por nuestrs organismo y &5 necsssnio Introsducirkss &n
A ity diaria.

El mreile e peplla de uvas ayuda & sumentar el colzstensl besno (HOL ) ¥ reducr 21 colesteral malo
LU sl oo ko Ariplicéricos, slendo un allsdo 2n la salud cardiowascular, =n la prevension de i3
niperiension, obeskisd ¥ disbebes (Joumal of Amerdcan Colage of Camdiokogy, 159532

wOiros usos ¥ dosificacin del aoeie de peplla o= uyva

Buesl= udizarse &n frio, sobre fodo para matsmar caymes. y preparar sinagreas. También resulis apbo
para frelr, awnque no Coorrslens sobrepesar los 170° C d= iempesabea. Es urd de los aosles mas
ricos &=n Acldo Inodeico (omega &) Su sabor delicado ¥ no prasoso acenbhs =] sabor 9= [ag oomdidan y
o hiace Apimo para friures, mayonesas ¥ =nsaladas.

Usos cosmedticos

El areibe d= peplla e uva 25 spoedenis para la pl=l, 5= =mplea em b slaboraclin oe cremas,
pomacys, abiales y acel=s para masaj=s. Fropledades: lo@l afinidad con la plel. Exos el
coemipablblidad con o sceibes esenclale=s. Mo lrka. As=pura s solsblldad y e transporbe de diversos
niutrispies. Ejsros una soclin vEaminica (A, D, E, F, K, =] que manti=n=n [a salud de la plel Es
=moll=nie = hdratanbe, &) ser apllcado sobre b phed suaviza, lubrca y da slasticidad. Frobsge ¥
refiserza ol skbema de defensas de |a plel. Hubre |8 plel, & difersncks de os sosBes y Qrasas
milnerales tales como la vaselina, pensira fAcimentbs =n ls pl=l Cuardo = aplica, 5= disperss 2n
finlsimas goiss, que van penelrando por las glandulas s=baceas y =l sixlema polisebdceo al
coemibinarse con ios lipldos outdneos.

DosHicaclkin via oral. Tomar 1 a 2 cucharadas del acehe de peplas de uva, combinado con 1 vaso de
agua mireral o ben =0 e=nsalada and=s de los alimenios. Usar 15 dixs seguidos y descansar ires.

sDvdnde adquisdro?

El mveibe g pepllas de wea natursl impsortado de Los Aedes v con garanta de sul=nickiisd botdnica
g pusde sdquidr =n HEREDRISTERIA INTERMACIDIMAL, Ignacio Zarspozs Moo 102, Aplzaco, Thax.
Tels. 01 241 2 15 51 00y 01 2464 57 14 34

Consulta kesholarks com el (Biod. Biguesd Angs| SGuisrrez Domingpuez, presia cha a los ie=léTonios
anieriones y via Inkemet & consulan erolamia hotmalloom
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