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'RESUMEN
El trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional San Cristébal de
Huamanga y el Laboratorio de Referencia Regional Ayacucho, durante los meses
abril a septiembre del 2011, con el objetivo de determinar a qué concentracion el
extracto alcohdlico tiene efecto antiviral y compara la actividad viral del extracto
Alcohdlico en las diferentes concentraciones. Se realizé un estudio in vitro para
demostrar la actividad viral frente a la especie de las hojas de Oenothera rosea
“yawar suqu”; se trabajé con el antigeno de superficie del virus del hepatitis B, el
cual se mezcld con la especie a las concentraciones de 100%, 50%, 25% y 12.5%
y se incubé durante 24 y 48 horas, y posteriormente se evalué la disminucién de la
antigenecidad in vitro por un ensayo inmunoenzimatico directo que se utilizo para
cuantificar el antigeno de superficie del virus del hepatitis B. Se aprecié una
disminucién a partir de las 24 horas para toda las concentraciones probadas, pero
a partir de 48 horas se encontré una significativa disminucion; también se realizé
la medicién de la media inhibitoria (CMI50) del extracto alcohdlico que es el
34.28%, se reportd que, a concentraciones mayores el extracto alcohdlico tiene
efecto en el antigeno. "Los resultados fueron analizados mediante el andlisis de
varianza con un nivel de confianza del 95% y la prueba de Tukey mostrando
diferentes tratamientos de ensayo. Se concluyé que a mayor concentraciéon del
extracto y tiempo de reaccién con el antigeno de sLJperﬁcie del virus del hepatitis
B, menor es la antigenecidad. Al réalizar la comparacién de la concentraciéon del
ektracto se hallé que hay diferencia estadistica (p< 0.05).
Palabra clave: Oenothera rosea, actividad antiviral, antigena, hepatitis B.
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INTRODUCCION
Las plantas tienen valor debido a sus principios activos contenidos en las
mismas. Estos pueden ser extraidos de la planta por: infusion, cocimiento,
maceracion, etc. Son extractos liquidos y solidos, obtenidos mediante técnicas
especificas. Asi se facilita la administracién y el aprovechamiento del principio
curativo y hace mas comodo el traslado de la hierba. También permite
conservar el producto por mas tiempo y tener una exacta dosificacion. Este
aprendfzaje le demandd el nombre largo tiempo y no todos estaban preparados
por igual manera para llevarlo a la practica. Los continuos éxodos de muchos
pueblos debido a las constantes guerras conspiraron contra la adaptacion del
hombre a su medio o habitat (Kuklinsky, 2004).
La Organizacién Mundial de Salud (OMS) a mediados de los afios de los 80,
promovié la aceptacidn y puesta en practica de las llamadas medicinas
alternativas, brindando especial interés a la investigacién y el uso de las

plantas medicinales (Pro- Vida, 2005).
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En la actualidad las plantas medicinales estan teniendo un renacimiento, tal es
asi que uno de cuatro personas airededor del mundo utiiza la medicina
tradicional en la prevencion y tratamiento de las enfermedades , dandole al
organismo armas para curarse, al contrario de la mayoria de los productos
farmacéuticos que solo combaten los sintomas de la enfermedad (Lock, 1994).
Este presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de ia Universidad Nacional San Cristobal de
Huamanga y el Laboratorio de Referencia Regional Ayacucho teniendo los
siguientes objetivos.

Objetivo general:

Determinar el efecto del extracto alcohdlico de las hojas de Oenothera rosea
“yawar suqu” frente al anti antigeno de superficie del virus del Hepatitis B
Ayacucho - 2011”

Objetivo especifico:

- Determinar el efecto del extracto alcohdlico de las hojas de Oenothera rosea
frente al anticuerpo y conjugado del anti antigeno de superficie del virus del
Hepatitis B.

- Determinar & efecto del extracto alcohdlico de las hojas de Oenothera rosea
a diferentes concentraciones fente al anti antigeno de superficie del virus del
Hepatitis B.

- Determinar el efecto del extracto de las hojas de Oenothera rosea a
diferentes tiempos de exposicion frente al anti antigeno de superficie del virus

del Hepatitis B.



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes.

En los dltimos afios se han descubierto en las plantas una amplia gama de
moléculas que inhiben la infeccién viral, al actuar sobre diferentes etapas del ciclo
de replicacion viral, desde las fases tempranas del ciclo de replicacién viral. Se
considera que la absorcion de la particula viral y la fusidon a la célula diana
constituyen las etapas tempranas del ciclo de la replicacion viral. Se han
identificado compuestos que son capaces de actuar sobre dichas fases inhibiendo
asi la entrada delf virus a la célula hospedera. (Okatami, 2007).

Se evalué las propiedades antivirales de los extractos vegetales derivados a partir
de las plantas: Calendula officinalis L., Psidium uajava L., Eucaliptos spp. Y
Phyllanthus orbicularis, contra el virus de la hepatitis B. Se llevé a cabo a
concentraciones sub toxicas en el sistema in vitro, linias celular que expresa
constitutivamente el antigeno de superficie del virus (AgsHb). El parametro de
viabilidad celular se midié mediante ¢l calculo de los valores de concentracion cito

téxica: Eucalyptus spp. Mostro una menor toxicidad en la célula, seguido de
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Psidium guajava L., Phyllanthus orbicularis, y finalmente Calendula officinalis que
una toxicidad mucho mayor que los extractos anteriores. Posteriormente se
estudio el comportamiento de la produccién de AgsHb intracelular y extra celular
de las células a diferentes concCentraciones de los extractos durante 48 horas de
tratamiento. Los datos mostraron actividad inhibitoria en el caso de de Phyllanthus
orbicularis, asi como para el extracto de Eucalyptus spp. Con el extracto de
guayaba la actividad fue menor que en él los dos casos anteriores, mientras que la
Calendula no mostré ninguna inhibicién a las concentraciones ensayadas, I que
indica la ausencia de la actividad buscada en el extracto. (Gonzalez y col., 2006).
El extracto crudo de las hojas de P. aduncum posee actividad antiviral contra el
virus de la polio. (Desmarchelier, 2003).

Los modelos in vitro, que los extractos crudos de Oenothera rosea poseen
actividad antibacteriana, anti fingica, antiviral, cito téxica, anti inflamatoria y
parasiticida. Los diversos estudios fotoquimicas reportan que esta especCie
contiene uha gran variedad de metabolitos secundarios que se puede agrupar
en: cumarinas, triterpenos, esteroides, flavonoides, taninos, y quinonas (Gonzalez
y col. 2006).

Un principio antiviral presente en extracto semi purificados de hojas de Melia
Azedarach L., inhibe ia multiplicacién del virus ADN Y ARN in vitro, provoca la
basificacion de vesiculas A&cidas intracelulares, presenta actividad
inmunomoduladora e impide el desarrollo de la queratitis estromal herpética
murina. El 1-cinnamoil-3, 1-dihidroximeliacarpina aislado a partir de dichos

extractos, es el tetranortriterpenoide responsable de la actividad antiviral in vitro



contra el virus de la estomatitis vesicular y el virus herpes simple tipo 1(Coto,
2004).

La investigacion de Croton lecheri, el latex que contiene dentro de sus principales
componentes es el alcaloide denominado taspina y sustancias como: piridona
aporfina, quinoleina y proantocianina oligomerica (flavonoides) de accién antiviral.
En el experimento in vitro muestra que esta proantocianidina inhibe diferentes
virus de la hepatitis (A y B), el virus de la influenza A y el virus de la para influenza.
También es efectivo contra el virus sincitial respiratorio. La actividad viral contra
los dos tipos de virus herpes simple, incluye también e tipo | timidinaquinasa
deficiente, ya que impide la penetraciéon del virus en la célula. (Wallace, 2008).

2.2. Aspectos botanicos

Es una planta herbacea, perenne, de mas o menos 30 centimetros de alto,
aunque existen arbustos que miden un metro o mas, de raiz tuberosa. Tallo,
herbaceo, erecto 0 ascendente y uniformemente decumbente delgado,
simple o ramificado, coloreado de rojo violaceo, mas intensamente en la
base, presenta pelos blanquecinos. Hojas, oblongo, lanceoladas, subenteras
o0 groseramente sinuadas, irregularmente dentadas, de dos a cinco
centimetros de longitud con peciolo delgado. Las hojas de la parte superior
estan reducidas a bracteas verdosas en cuyas axilas nacen las flores. De
color verde oscuro en el haz, un poco mas claro en e envés. Flores,
agrupadas en  inflorescencias racimosas. Son  hermafroditas,
heteroclamideas, pedunculadas y periginas; presenta hipanto que encierra
al ovario infero, cuya parte externa presenta ocho estrias (cuatro mas

prominentes). Caliz tetramero, gamosépalo, los sépalos son reflexos durante
5



la antesis, pubescente, con iébulos largos y decumbentes. Corola tetramera,
dialipetala, constituida por cuatro pétalos aovados de color rosado o rojo
violeta. Androceo diplostémono constituido por ocho estambres con anteras
dorsifijas, alargadas ditésicas, con dehiscencia longitudinal, filamento de
color blanco, granos de polen de forma tetraédrica. Gineceo completo,
ovario infero, tetracarpelar, tetralocular, multiovular, 6vulos anatropos,
epitropos, péndulos, de placentacion central y axial, estilo desarrollado,
estigma formado por cuatro ramas estigmaticas coloreadas de rosado.
Fruto, capsula ovoide de 8 a 10 mm de longitud, extraidos con ocho costillas
longitudinales y caras arrugadas, poseen comc base un pedunculo hueco.
Semillas de forma oblonga, aovada y asimétrica, de color marrén (Aguilar,
2004).

Observar en el (Anexo N°11)

Clasificacion sistematica de Oenothera rosea “yawar suqu”.

Clasificacion sistematica: segun Cronquist, A 1988.

Siendo esta como sigue:

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Rosidae

Orden : Myrtales

Familia : Onagraceae

Género : Oenothera

Especie : Oenothera rosea Ait.
Nombre vulgar : "yawar suqu”, “chupa sangre”
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Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Universidad

Nacional San Cristébal de Huamanga (Anexo N° 01)

2.3. Descripcion:

La familia Onagraceae se observa hierbas y arbustos. Las hojas filotaxis alterna u
opuestas, hojas enteras, pecioladas o sésiles; inflorescencia y polinizacion: flores
perfectas, solitarias axilares o agrupadas en cimas. La flor presenta caliz de cuatro
sépalos libres, hipanto con tubo epigino, poco a muy prolongado; corola vistosa de
cuatro pétalos libres. Presenta el androceo en diplostemono o isotémono. El
gineceo es infero, gamo carpelar, tetramero, cuatro l6culos y numerosos ovulos de
placentacion axilar por I6bulo.el fruto en forma de capsula. ( Zevallos 2004)

La OQenothera rosea que es una planta nativa cosmopolitas especiaimente en
regiones frias y templadas de América. En Peru crece en forma silvestre o
domestica en la costa, sierra y selva; hasta los 3000 msnm. (Brack, 2009)

La Oenothera rosea “yawar suqu” , chupa sangre” y es utilizado tradicionalmente
como una sustancia antitrombética par el tratamiento de contusiones
hemorragicas, heridas fracturas. Se conoce su composicion quimica destacando
principaimente la presencia de flavonoides, taninos y polifenoles a los que se
atribuye dicha propiedad. Asi como se ha demostrado in vivo, su actividad
antiinflamatoria, hepatoprotectora y toxico aguda, e in vitro su actividad inhibitoria
de formacién de radicales libres. Es una especie medicinal herbacea que crece
en nuestra regién y son comercializados es de uso muy difundido por sus
propiedades medicinales.

2.4. Distribucion y habitat:



Esta familia agrupa 17 generos y 675 especies, la mayoria de las especies son
americanas. La Oenothera rosea crece en forma silvestre en las orillas de
acequias y en el contomo de terrenos cultivados de climas templados o sub
tropicales, asi en zonas altoandinas entre 1500 a 4,000 m.s.n.m., con mayor
frecuencia crecen en vlos valles interandinos de Cuzco, Puno, Apurimac,
Cajamarca, Amazonas, Junin y Huanuco: estas especies se extienden desde sur
oeste de Estados Unidos, México, Costa Rica , Bolivia , registrandose una menor
cantidad en centro América, también se puede encontrar en la India(Alvarez,2000;
Palacios, 1999).

2.5. Usos medicinales

Se usan las plantas, flores y raices en infusion como depurativo, sudorifica, en
caso de infecciones respiratorias, afecciones renales, el reumatismo, la ciatica
dolor de cabeza, otros dolores como vermifugo y machacado como cataplasma,
para el tratamiento de contusiones traumaticas, lesiones, heridas y fracturas.
(Rodriguez, 2002).

En la medicina popular su uso se ha generalizado por que se ha demostrado que
estos preparados aplicados como cataplasma disuelve fa sangre molida
aglomerada, cuando recién empieza a formarse el apostema, con la repeticion de
esos cataplasmas, desaparecera rapidamente la lesidon y no dejara sefial alguna
sobre la piel(Rodriguez, 2002).

Las ramas frescas son utilizadas en el tratamiento de la hemorragia durante el
periodo menstrual, en el tratamiento de infertilidad, dismenorrea, en heridas y
contusiones. La coccidén de la planta entera es usada para el tratamiento de la

diarrea.



Se evalubé el efecto hepatoprotector del extracto acuoso de Oenothera rosea
‘yawarsoqo” y concluye que muestra mejor efecto hepatoprotector ,a firmando que
los grupos fendlicos y los flavonoides podrian ser los responsables del efecto
hepatoprotector (rojas 2006).

2.6. Composicién quimica

Catequinas, resinas, lactonas, triterpenos, esteroides, taninos, quinonas vy
flavonoides son compuestos quimicos de estructura relativamente compleja y de
distribucion mas restringida y més caracteristicas de fuentes botanicos especificas
(plantas medicinales), estos no son indispensables en las plantas que ocurren;
mejor dicho, no se ha descubierto aun una funcién metabdlica en la cual ellos
intervienen; son considerados como “articulo de lujo” en la planta (Nufez, 1999).
Wololf(1983) en el trabajo titulado New Sorces of Gamma-Linoleico Acid en las
semillas de Oenothera rosea determino la presencia de acido graso insaturados
como: acido linoleico, linolénico, palmitico y oleico. Anexo N°15

Palacios (1999) reporta la presencia de sustancias fendélicas: acidos elagico,
galico, cafeico, o-cumarico, m-digaliconoeclorogénico, kaemferol, quercetina,
cianidina delfinidina y glicsidos flovonicos mayormente presentes en las hojas.
Aguilar (2004) presencia de compuestos fenolicos y flavonoides presentes en las
hojas de Oenothera rosea.

Averett (2007), en el trabajo titulado Flavonoid survey of QOenothera rosea,
determino la presencia de flavonoides en las hojas identificandolos como
glucésidos flavonicos.

Tinco (2002), reportd la presencia de taninos, flavonoides, azucares reductores,

saponinas, mucilagos, principios amargos, catequinas, resinas, lactonas,
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esteroides y triterpenos en los diferentes extractos: etéreo, alcohdlico y acuoso de
Oenothera rosea.

2.6.1 triterpenos y esteroides.

Compuestos de treinta carbonos procedentes de la ciclacion del escualeno, los
triterpenos poseen una estructura siempre policiclica normalmente tetra o
pentaciclica. Casi siempre hidroxilados, al contrariode los demas terpencs, una
unidad estructural bastante fuerte, siendo excepcionales las modificaciones
profundas del esqueleto basico. No existe una diferencia fundamental entre los
triterpenos y esteroides, considerandose estos ultimos triterpenos y tetraciclicos
que han perdido, como minimo tres metilos (Bruneton, 2001) (Zevallos, 2004)
Anexo N° 12

2.6.2 Fendlicos

Los compuestos fendlicos se refieren a un grupo de sustancias que poseen en
comin un anillo aromatico con uno 0 mas sustituyentes hidroxilos, y que se
encuentran frecuentemente como glic6sidos, combinados con unidades de aztcar.
Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua, pudiendo ser
detectados por el intenso color verde, plrpura, azul 0 negro que producen cuando
se les agrega una solucién actiosa o alcohdlica al 1% de cloruro férrico. Dada la
naturaleza aromatica de estos compuestos fendlicos ellos muestran intensa
absorcion en la region UV del espectro, siendo éste método espectral
especialmente importante para su identificacion y andlisis cuantitativo.
(Aguilar, 2004) (Lépez, 2009)

La estructura quimica Anexo N° 15

2.6.3 Flavonoides
10



Se encuentran ampliamente distribuidos como constituyentes naturales, conocidos
algunas veces como antoxantinas. Se conocen como 10 clases de flavonoides,
todos contienen 15 atomos de carbono en su nicleo basico y estan arreglados
bajo un sistema Ce- C3 —Cs, €n el cual dos anillos aromaticos llamados A y B estan
unidos por una unidad de tres carbonos que pueden o no formar un tercer anillo,
que en caso de existir es llamado anillo C. Cada uno de los flavonoides suele
encontrarse bajo la forma de glicésidos con una a tres unidades de azdcar, siendo

los aztcares mas comunes la glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa.

En muchos casos debido a la complejidad de la mezcla es mas frecuente el
estudio de estos compuestos en forma de agliconas en extractos de plantas
previamente hidrolizados. Se hallan presentes en todas las partes de las plantas,
algunas clases se encuentran mas ampliamente distribuidas que otras, siendo
mas comunes las flavonas y flavonoles, y mas restringidas en su ocurrencia las
isoflavonas, las chalconas y auronas. (Aguilar, 2004)

Como caracteristicas generales de estos compuestos se debe sefalar su
solubilidad en agua y en etanol, Su caracter fendlico y su intensa absorcion en la
region UV y Visible del espectro debido a la presencia de sistemas aromaticos
conjugados. (Lépez, 2009).

La estructura quimica Anexo N° 14

2.6.4 Taninos

Son productos naturales de estructura polifendlica, tiene la propiedad de precipitar
a los alcaloides, gelatina y otras proteinas, dan coloraciones con las sales férricas,

las cuales varian desde azul negruzco, negro, hasta verde (Zevallos, 2004).
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2.6.5 Saponinas

Las saponinas son metabolitos ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se
caracterizan por la diversidad de sus actividades biologicas, tales como su accién
anti micética, antiviral, anti céancer, hipolesterolémica, hipoglicaémica,
antitrombotica, diurética, antiinflamatoria y molusquicidad. (Lincoln y Zeiger, 2006).
Las saponinas son glucdsidos de esteroides o de triterpenoides, llamadas asi por
sus propiedades como las de jabon: cada molécula estd constituida por un
elemento soluble en lipidos (el esteroide o triterpenoides) y un elemento soluble en
agua (azucar), y forman una espuma cuando don agitadas en el agua. (Lincoin y
Zeiger, 2006).

Las espumas son toxicas, se cree que su toxicidad proviene de su habilidad para
formar complejos con esteroides: las saponinas podrian interferir en la asimitacion
de esteroles por el sistema digestivo, 0 romper las membranas de las células
luego de ser absorbidas hacia la corriente sanguinea. (Lincoln y Zeiger, 2006).

La composicion fito quimica de las hojas de Oenothera rosea .

2.7. Virus

2.7 1. Caracteristicas

Son parasitos intracelulares submicroscopicas, compuestos por ARN o por acido
desoxirribonucleico (ADN) nunca ambos y una capa protectora de proteina o de
proteina combinada con componentes lipidicos o glucidicos. En general, el acido
nucleido es una molécula Gnica de hélice simple o doble; sin embargo, ciertos
virus tienen el material genético segmentado en dos 0 més partes. La cubierta
externa de proteina se llama capsida y las sub unidades que la componen,

capsomeros. Se denomina nicleo capside, al conjunto de todo los elementos
12



anteriores. Algunos virus poseen una envuelta adicional que suelen adquirir
cuando la nucleocapside sale de la célula hospedera. La partu’cula viral compleja
se llama virion. Los virus son parasitos intracelulares obligados, es decir: solo se
replica en células con metabolismo activo, y fuera de ellas se reducen a
macromoléculas inertes (Morales y Botero, 2009).

El tamario y forma de los virus son muy variables. Hay dos grupos estructurales
basicos. isométricos, con forma de varilla o alargados, y virus complejos, con
cabeza y cola. Los virus mas pequefios son icosaedricos (poligono de 20 lados).
Los de mayor tamaiio son las alargadas; algunos miden varios micrometros de
longitud, pero no suelen medir més de 100 nanémetros de ancho. Asi los virus
mas largos tienen una anchura que esté por debajo de los limites de resolucién del
microscopio Optico. (Morales y Botero, 2009).

Muchos virus son estructuras helicoidales interna presentan envueltas externas
(también llamadas cubiertas) compuestas de lipoproteinas, glicoproteinas o
ambas. Estos virus se asemejan a esferas, aunque pueden presentar formas
variadas, y su tamafio oscila entre 60 a més de 300 nandémetros de didmetro. Los
virus complejos tienen cabeza y una cola tubular que se une a la bacteria
huésped. Los poxvirus tienen forma de ladrillo y una composicion compleja de
proteinas. Sin embargo, estos Ultimos tipos de virus so excepciones y la mayoria
tienen una forma simple. (Morales y Botero, 2009).

2.7.2. Virus de la Hepatitis B

El virus de la hepatitis B (VHB), es un virus pequefio (42 nm) de diametro, de la
familia Hepadnaviridae, causante de la Hepatitis B .Fue descubierto por el médico

Baruch Samuel Blumberg en 1963. El virus tiene un viridn envuelto que contiene
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un genoma de ADN circular, parciaimente bicatenario, se replica mediante un ARN
intermediario circular. El virus codifica y lleva una transcriptasa inversa, codifica
varias proteinas HBsAg que comparten secuencias genéticas, pero con distintos
codones de inicio. EI VHB tiene un tropismo tisular estricto por el higado, las
células infectadas por VHB producen y segregan grandes cantidades de particulas
de HBsAg que carecen de ADN y el genoma del VHB se puede integrar en el
cromosoma de la célula anfitriona. (Patrick ken M 2006)

La replicacion del virus de la Hepatitis B, después de entrar en el hepatocito y
desenvolver el centro virico del nlcleo capside, el genoma del ADN bicatenario
parcial se completa con enzimas con enzimas de centro virico y se transfiere al
nicleo de la célula. La transcripcion del genoma da lugar a cuatro ARN
mensajeros, entre los que se encuentran una molécula de ARNm de longitud
mayor que el genoma. A continuacion, el ARNm pasa al citoplasma y se sintetiza
una proteina, la proteina del centro virico se ensambla alrededor del ARNm y se
sintetiza el ADN de sentido negativo mediante la actividad de una transcriptasa
inversa del centro virico. EIl ARN se degrada cuando se sintetiza el ADN de
sentido positivo. El nicleo adquiere su envoltura antes de finalizar el ADN de
sentido positivo y luego se desprende por exocitosis. (Patrick,ken,M 2006)

2.8. Antigeno y anticuerpo.

2.8.1 Antigenos.

Llamadas también inmunogenos que son susfancias capaces de inducir una
respuesta inmunitaria posee propiedades de inmunogenecidad que es la

propiedad de estimular una respuesta inmune, presenta la propiedad de
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especificidad de reaccionar unicamente con el respectivo anticuerpo. (Ango,
Carrasco, 2005).

2.8.2. Anticuerpo

Son glucoproteinas especializados, denominadas también inmunoglobulinas y
estan compuestos por polipéptidos y carbohidratos; producidos por las células
plasmaticas y tienen como principal caracteristica el de reaccionar
especificamente con el antigeno que dio lugar a su formacion. (Ango, Carrasco,
2005)

2.9. Enzimainmunoanalisis

Es la técnica inmunoenzimatica ELISA forma parte de aquellas reacciones
serolégicas que utilizan conjugados para poder visualizar la reaccién antigeno —
anticuerpo. El ELISA, se basa en el uso de los anticuerpos marcados con una
enzima (generalmente la peroxidasa), de forma que los conjugados resultantes
tengan actividad tanto inmunoldégica como enzimatica. Al estar uno de los
componentes ( antigeno 0 anticuerpo)insolubilizados en la placa la reaccién
antigeno anticuerpo quedara inmovilizada y por tanto, podran faciimente ser
revelados mediante la accién del sustrato, que al actuar sobre la enzima, producira
un color observable a simple vista o cuantificable mediante un colorimetro.

Existen bastantes KITS comerciales disponibles y por tanto pueden realizar
estudios seroldgicos sin la necesidad de grandes medios.

Basada en el uso de anticuerpos marcados con enzimas (unién covalente) que se
une al antigeno especifico y para su puesta en videncia es necesaria la presencia

de sustrato correspondiente y un cromégena (Ango, Carrasco, 2005)
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2.9.1. ELISA directo Las placas ELISA se preparan recubriendo los pocilos con
las soluciones en las que se sospecha se encuentra el antigeno. Se incuban con
anticuerpos marcados. Indican la presencia de antigeno en la solucién analizada.
Es necesario incluir controles negativos que seran muestras del mismo tipo de las
analizadas (sangre, orina,...) pero en las que se tenga la certeza de la ausencia
del antigeno buscado. Asimismo se incluyen controles positivos (soluciones donde
se encuentra el antigeno buscado). (Ango, Carrasco, 2005)

2.9.3. El ELISA indirecto es el método de eleccion para detectar la presencia de
anticuerpos séricos contra el virus de la inmunodeficiencia humana. Segun esta
técnica, proteinas recombinantes de la envoltura y el nucleo se absorben como
antigenos en fase sélida a los pocillos. Las personas afectadas producen
anticuerpos séricos contra epitopos en estas proteinas viricas. En general, el
ELISA indirecto permite detectar anticuerpos séricos. (Ango, Carrasco, 2005)
29.4. ELISA séndwich Se trata de un ensayo muy empleado en el que se
recubre el pocillo con un primer anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el
exceso de anticuerpo se aplica la muestra problema en la que se encuentra el
antigeno, que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo.
Después de un segundo lavado que elimina el material no retenido se aplica una
solucion con un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi pues cada
molécula de antigeno estara unido a un anticuerpo en la base que lo retiene y un
segundo anticuerpo, al menos, que lo marca. Este ensayo tiene una gran
especificidad y sensibilidad debido a la amplificacién de sefal que permite el

segundo anticuerpo. (Ango, Carrasco, 2005).
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ILMATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion.
El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia
de la facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional San Cristébal de
Huamanga y el Laboratorio de Referencia Regional Ayacucho durante el periodo
comprendido entre abril a octubre del 2011.
3.2. Materiales.
3.2.1. Poblacion
Planta de Oenothera rosea “yawar suqu” del Distrito de Jesus Nazareno Provincia
de Huamanga.
3.2.2. Muestra
5.0 kg. De hoja fresca de Oenothera rosea “yawar suqu”
3.3. Diseno Metodolégico
3.3.1. Recoleccion de la muestra
Las hojas de Oenothera rosea “yawar suqu”, fueron recolectadas durante el mes

de abril de del 2011, en el valle de Muyurina, jurisdiccion del Distrito de Jesus
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Nazareno de la Provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, que se
encuentra en una altitud promedios de 2350 m.s.n.m. la cual se llevé al laboratorio
de botanica para su identificacion taxonomica.

3.3.2. Preparacion de la muestra.

Para el tratamiento inicial de fa muestra se siguieron Ios siguientes
procedimientos:

-Se recolect6 y selecciond las hojas de Oenothera rosea “yawar suqu” .

-Se secé a temperatura ambiental.

-Con ayuda de un molino se procedié a pulverizar la muestra y se procedio a la
obtencién del extracto y a realizar los andlisis y ensayos para evaluar la actividad
viral.

3.4. Obtencion del extracto

3.4. 1.Extracto alcohélico.

Se utiliz6 440g de pulverizado de las hojas de Oenothera rosea “yawar suqu” y se
deposito en un recipiente con tapa rosca y se le agregd aicohol absoluto la
cantidad de 440 ml, tapé Ia boca del recipiente para su maceracion por 5 dias, se
filtrd para obtener el primer filtrado y luego se realizé el mismo procedimiento para
la obtencién del segundo y tercer filtrado, se recuperdé a sequedad en estufa el
solvente hasta obtener un extracto fina, utilizados para los andlisis respectivos.
3.4.2. Extracto acuoso.

El puiverizado de las hojas de Oenothera rosea “yawar suqu” se lievo a pesar la
cantidad de 10g esta se agregd en un vaso precipitado con 300 mi. De agua
hirviendo y constantemente se homogenizé con una bagueta por 10 a 15 minutos,

luego del enfriado se lievé a cabo el filtrado de este modo para recuperar 100mi de
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extracto acuoso en una fiola y finaimente se midi6 en el refractometro los sélidos
solubles obtenidos 1.5mg/mi.

3.5. bioelisa HBsAg para el virus de la Hepatitis B

Se utilizé el método inmunoenzimético directo, en el que los pocilios de una micro
placa han sido recubiertos con anticuerpc de cobaya anti-HBs que actua como
anticuerpo de captura y que se utilizé como conjugado anticuerpo de cabra anti-
HBs marcado con peroxidasa. La muestra se analizd se incubo en uno de los
pocilos de la micro piaca. Si la muestra contiene HBsAg éste se fijara ai
anticuerpo anti-HBs unido a la placa. Después se lavo para extraer el material no
fijado, se afadi6 el anticuerpo de cabra anti-HBs conjugado con peroxidasa, que
reacciond con €l posible complejo antigeno-anticuerpo formado en la primera
incubacién.Después de esta segunda incubacion y posterior lavado se procedi6 a
la adicidén del sustrato enzimatico que contiene un cromébgeno, o que dara como
resultado la aparicion de color azul si la muestra es positiva para HBsAg. El color
azul cambia a amarillo después de parar la reaccion con acido suifdrico. La
intensidad del color es proporcional a la concentracién de HBsAg en la muestra.
3.6. Determinacion de la actividad viral

3.6.1. Reaccion sobre los anticuerpos.

Se realizd las concentraciones sucesivas del extracto aicohdlico de “yawar suqu”
en concentraciones de (0.750mg/ml), (0.375mg/mi), (0.187mg/ml) y (0.094mg/ml).
Para cada concentracion se utilizé pocillos de ELISA Directa, donde se agregé y
reposd el exiracto alcohdlico en diferentes periodos de tiempos (24y 48) horas,

luego se lavd cada pocillo seis veces en tampdn de fosfato, luego se corrid el
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procedimiento de analisis de ELISA para la obtencién de un resultado positivo o
negativo.

Se realizd los controles positivo y negativo en cada procedimiento para la
comparacion de los resultados.

Los procedimientos de andlisis para la reaccion de los anticuerpos se realizaron
por tres veces

3.6.1.1. Procedimiento de analisis para la reaccion de los anticuerpos.

-Se prepard el portatiras con la cantidad necesaria de para cada una de las
concentraciones.

-Se afiadi® a las portaliras 100ul del extracto alcohdlico en diferentes
concentraciones y periodos de tiempo (24 y 48) horas.

-Se lavé cada pocillo 4 veces en tampon de fosfato.

-Se pipeted 100 ul de muestra (antigeno estandar AgHBs) en los pocillos
asignados.

-Se incubd a 37 °C durante 60 minutos mas o0 menos 5 minutos.

-Se lavé cada pocillo 4 veces en tamp6n de fosfato.

-Se agrego 100ul de soluciéon de conjugado en cada pocillo.

-Se incubd a 37 °C durante 30 minutos mas 0 menos 5 minutos.

-Se lavé cada pocillo 4 veces en tampodn de fosfato.

-Se pipeted 100ul de sustrato de TMB en cada pocillo.

-Se incub0 las tras a temperatura ambiente entre durante 30 minutos, més ©
menos, 2 minutos en la oscuridad.

-Para la reaccion se afiadié 100ul de acido sulfuricotmol/l a cada pocillo.

-Se efectud la lectura de la placa (a una longitud de onda 450 a 630NM).
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-Par la validez de la prueba y la concentracién de los HBsAg en las muestras a
analizar se determina relacionando el valor de la absorbancia de cada muestra
enfre el valor umbral.

3.6.2. Reaccion sobre el antigeno.

Se realiz6 concentraciones sucesivas del extracto alcohdlico de “yawar suqu” en
concentraciones de (0.750mg/ml), (0.375mg/mi), (0.187mg/ml) y (0.094mg/ml).
Para cada concentracion se utilizara antigeno estandar AgHBs del virus de la
hepatitis B mezclado con el extracto alcohdlico en diferentes concentraciones y
periodos de tiempo (24 y 48) horas y luego se correra el procedimiento de andlisis
de ELISA para la obtencion de un resultado positivo 0 negativo.

Se realizd los controles positivo y negativo en cada procedimiento para la
comparacion de los resultados.

Los procedimientos de analisis para la reaccion de los antigenos se realizaron por
tres veces

3.6.2.1. Procedimiento de analisis para la reaccién del antigeno.

-Se prepar6 el portatiras con la cantidad necesaria para cada una de las
concentraciones.

-Se prepar6100ul de de antigeno estandar AgHBs mezclado con 100ul. del
extracto alcohdlico, para cada uno de las concentraciones y periodos de tiempos
de (24 y 48) horas.

-Se pipeteé 100 ul de muesfra (extracto mas antigeno estandar AgHBs en
concentraciones y tiempos ya mencionados).

-Se incubd a 37 °C durante 60 minutos mas o menos 6 minutos.

-Se {avd cada pocillo 4 veces en tampon de fosfato.
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-Se agreg6 100ul de solucién de conjugado.

-Se incubd a 37 °C durante 30 minutos més 0 menos 5 minutos.

-Se lavé cada pocillo 4 veces en tamp6n de fosfato.

-Se pipeteé 100ul de sustrato de TMB en cada pocillo.

-Se incubd las tiras a temperatura ambiente entre durante 30 minutos, mas o
menos, 2 minutos en la oscuridad.

-Para la reaccién se afadié 100ul de acido sulfuricotmol/l a cada pocillo.

-Se efectud la lectura de la placa (a una longitud de onda 450 a 630NM).

-Par la validez de la prueba y la concentracion de los HBSAQ en las muestras a
analizar se determina relacionando el valor de la absorbancia de cada muestra
entre el valor umbral.

3.6.3. Reaccién sobre el conjugado.

Se realiz6 las concentraciones sucesivas del extracto alcohdlico de “yawar suqu”
en concentraciones de (0.750mg/ml), (0.375mg/mi), (0.187mg/ml) y (0.094mg/mi).
Para cada concentracidn se utiizara conjugado mezclado con el extracto
alcohdlico en diferentes concentraciones y periodos de tiempo (24 y 48) horas vy
luego se correrd el procedimiento de analisis de ELISA para la obtencion de un
resultado positivo 0 negativo.

Se realizé los controles positivo y negativo en cada procedimiento para la
comparacion de los resultados.

Los procedimientos de analisis para la reaccion de los conjugados se realizaron

por tres veces.



3.6.3.1. Procedimiento de analisis para la reaccion del conjugado.

-Se preparé el portatiras con la cantidad necesaria de para cada una de las
concentraciones.

-Se pipeted 100 ul de muestra (antigeno estandar AgHBs) en los pocillos
asignados. |

-Se incubd a 37 °C durante 60 minutos mas o menos 5 minutos.

-Se lavé cada pocillo 4 veces en tamp6n de fosfato.

-Se prepar6100ul de conjugado mezclado con 100ul. del extracto alcohdlico en
diferentes concentraciones de (0.750mg/ml), (0.375mg/mi), 25% (0.187mg/mi) y
(0.094mg/ml)

-Se incubd a 37 °C durante 30 minutos mas o menos 5 minutos.

-Se lav6 cada pocillo 4 veces en tampén de fosfato.

-Se pipeted 100ul de sustrato de TMB en cada pocillo.

-Se incubs las tiras a temperatura ambiente entre durante 30 minutos, mas o
menos, 2 minutos en la oscuridad.

-Para la reaccion se afadié 100ul de acido sulfuricolmol/l a cada pocillo.

-Se efectud la lectura de la placa (a una longitud de onda 450 a 630NM).

-Par la validez de la prueba y la concentracion de los HBsAg en las muestras a
analizar se determina relacionando el valor de la absorbancia de cada muestra
entre el valor umbral.

3.6.4. Interpretacion de resuitados

Abreviatura

Control negativo= Absorbencia de control negativo.

Control de antigeno (AgHBs)= Absorbencia de control positivo.
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La interpretacién esta relacionada a cada pocillo individual utilizado.

Un resultado no reactivo indica que la muestra analizada bien no contiene AgHBs
o bien contiene AgHBs a concentraciones inferiores a los limites de deteccién de
Biokit HBsAg.

Un resultado reactivo indica que las muestras analizadas contienen AgHBs.
Control negativo (CN).

CN < 0,120 de absorbancia

Control positivo (CP).

CP 2 0,700 de absorbancia

Valor umbral

Calcular el valor umbral afiadiendo 0,040 al control negativo.

Valor umbral = CN + 0,040

Resuitados

La presencia y concentracion de HBsAg en las muestras a analizar se determina
Dividiendo la absorbancia de la muestra por el valor umbral para cada una de las
muestras donde se obtendran resultados que se compararon con el cuadro de
parametros que es:

Positivo: relacion absorbancia/valor umbral 2 1,0

Negativo: relacién absorbancia/valor umbral< 0,9

Dudoso: relacién absorbancia/valor umbral 2 0,9 < 1,0

3.7. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 a través del andlisis de varianza a un nivel de

confianza del 95% y la prueba de Tukey, representadc en histogramés y gréficos.
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IV.RESULTADOS.
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Grafico 01.- Efecto de las cuatro concentraciones del extracto alcohodlico de las
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V.DISCUSIONES
Las investigaciones que se realizan en la Universidad Nacional de San Cristdbal
de Huamanga y el Laboratorio de Referencia Regional de Ayacucho respecto a las
plantas medicinales van teniendo importancia cientifica que corrobora el
conocimiento popular y terapéutico de las hojas de Oenothera rosea “yawar suqu,
como un agente antiviral. No se han encontrado frabajos especificos de la
actividad antiviral de QOenothera rosea “yawar suqu”, sin embargo existen trabajos

relacionados a la actividad antiviral de diversas especies vegetales.

En el Anexo N° 1 observamos las caracteristicas de la Oenothera rosea “yawar
suqu” para su identificacion y clasificacion taxonomica, dicha planta fue
identificada y certificada en el laboratoric de botanica de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional San Cristdbal de Huamanga. Segun el
sistema de clasificacion de CRONQUIST, A. en 1988.

En la grafia N° 1, tenemos los efectos del anticuerpo, virus del Hepatitis B
frente a las concentraciones del extracto alcohdlico de las hojas de Oenocthera

rosea “yawar suqu‘ que todos los ensayos se encuentran en el rango de los
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positivos es decir la relacién absorbancia/valor umbral = 1,0. Se observé los
valores promedios de las absorbancias / valor de corte del anticuerpo frente a los
tratamientos, en el que se observa la existencia de diferentes valores, asi se
obtuvo los mayores valores para la muestra de agua y para la concentracién
0.094 mg/mlL, siendo 4.563 y 1.976 respectivamente, mientras que el menor valor
fue B muestra de la concentracion 0.750mg/mL, con valores de 1.250 hallandose
gue la muestra del agua son los que muestran los mayores valores de
absorbancia/ valor de corte, seguida de los extractos de 0.750mg/mL,

0.375mg/mL. 0.187mg/mL y 0.094mg/ml_.el que mostré los menores valores.

En la grafia N° 2, tenemos los efectos del conjugado, frente a las
concentraciones de los extractos alcohdlico de las hojas de Oenothera rosea
‘yawar suqu” que todos los ensayos se encuentran en el rango de los positivos es
decir la relacién absorbancia/valor umbral 2 1,0. Se observé los valores promedios
de las absorbancias / valor de corte del conjugado frente a los tratamientos, en el
que se observa la existencia de diferentes valores, asi se obtuvo los mayores
valores para la muestra de agua y para la concentracién 0.094 mg/mL, siendo
4578 y 1988 respectivamente, mientras que el menor valor fue la muestra de ia
concentracion 0.750mg/mL, con valores de 1.437 hallandose que la muestra del
agua son los que muestran los mayores valores de absorbancia / valor de corte,
seguida de los extractos de 0.750mg/mL, 0375mg/mL. 0.187mg/mL vy

0.094mg/ml el que mostrd los menores valores.
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En la grafia N° 3 tenemos los efectos del antigeno, frente a las concentraciones
del extracto alcohdlico de las hojas de Oenothera rosea ‘yawar suqu” que todos
los ensayos se encuentran en el rango de los positivos es decir la relacion
absorbancia/valor umbral 2 1,0. Se observd los valores promedios de las
absorbancias / valor de corte del antigeno frente a los tratamientos, en el que se
observa la existencia de diferentes valores, asi se obtuvo los mayores valores
para la muestra de agua y para la concentracion 0.094 mg/mL, siendo 4.578 y
3.006 respectivamente, mientras que el menor valor fue la muestra de la
concentracion 0.750mg/mL, con valores de 1.259 hallandose que la muestra del
agua son los que muestran los mayores valores de absorbancia / valor de corte,
seguida de los extractos de 0.750mg/mL, 0375mg/mL. 0187mg/mL vy
0.094mg/mL. el que mostré los menores valores. Lo cual dodria deberse a la
presencia de metabolitos secundarios presentes en la planta, como son los
triterpenos y flavonoides vy otros. En estudios realizados por Litter (1998) el
extracto crudo de las hojas de P. aduncum posee actividad antiviral contra el virus
de la polio, antibacteriana y anti fungica. Por otro lado el estudio de Coto(2004), es
un principio antiviral presente en extracto semi purificado de hojas de Melia
azadarach, que inhibe la multiplicacién de virus ADN y ARN in vitro . el 1-
cinnamoil 3, 11-dihidroximeliacarpina aislado a partir de dichos extractos, es el
tetranortriterpenide responsable de actividad antiviral in vitro contra el virus de la

estomatitis vesicular y €l virus herpes simple.

En el Anexo N°2 de resultados de soélidos solubles obteniendo una concentracion

maxima de 1.5 mg/mL como concentraciébn madre, a partir de esta se realizé las
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diluciones siguientes 0.750 mg/mL que representa el 100%, 0.375 mg/mL que
representa el 50%, 0.187 mg/mLque representa el 25% y el 0.094 mg/mL que

representa el 12.5%.

En el anexo N° 4. Encontramos en el primer ensayo entre el conjugado y el
antigeno frente a las concentraciones de 1.5mg/mL, 0.750mg/mL, 0.375mg/mL. Y
0.187mg/mL, para obtener los valores de absorbancia / valor de corte a las 24
horas asi se obtuvo los mayores valores para el anticuerpo en la muestra de
agua y en la concentracién 0.187mg/mL, siendo 4.619 y 1.463 respectivamente,
mientras que el menor valor fue la muestra de la concentracion 1.5mg/mL, con
valores de 0.663. y los valores para el antigeno de absorbancia / valor de corte a
las 24 horas es obtuvo los mayores valores en la muestra de agua y en la
concentracién 0.187mg/mL, siendo 4.539 y 2.785 respectivamente, mientras que
el menor valor fue la muestra de la concentracién 1.5mg/mL, con valores de
0.834. La absorbancia / valor de corte que es 0.663 que pertenece al anticuerpo
en una concentracion de 1.5mg/mL se encuentra dentro del valor negativo, por lo
tanto el anticuerpo es mas susceptible el cual recomendamos desarrollar el trabajo
de la tesis a partir de la concentracion de 0.750mg/mL con la intencién que el
anticuerpo, y antigeno partan en una concentracion que no sean afectados por el
grado de concentracién.

Los valores de referencia para el positivo y negativo son:

Positivo: relaciéon absorbancia /valor umbral = 1,0

Negativo: relacién absorbancia /valor umbral< 0,9

Dudoso: relacion absorbancia/valor umbral =209 < 1,0
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En el grafico 04 se observa los valores promedios de las absorbancias/ valor de
corte del anti antigeno del virus de Hepatitis B, frente a siete tratamientos, en el
que se observa la existencia de diferentes valores, asi se obtuvieron los mayores
valores para el control positivo y muestra de agua con 457 y 446
respectivamente, mientras que los menores valores en control negativo y muestra
de 0.750mg/mL, con valores de 0.71 y 1.37 respectivamente. Al realizar €l analisis
de varianza respectivo (Tabla 04 del anexo) se hallé significancia estadistica
(p<0.05), lo que nos indica que por lo menos uno de los tratamientos presenta un
valor diferente de absorbancia, por lo que se procedi6 a realizar el test de Tukey
(Tabla 05 del anexo), hallandose que estadisticamente que el control positivo y la
muestra de agua son los que muestran los mayores valores de absorbancia,
seguida de los extractos de 0.094mg/mbL, 0.187mg/mL,0.375mg/mL. y
0.750mg/mL, siendo el tratamiento del control negativo el que mostr6 los menores
valores. Quiere decir que a mayor concentracién de extracto, menor serad la
absobancia/valor de corte, que a concentraciones altas , los metabolitos
secundarios estan mas concentrados e inhibe el crecimiento de particulas
virales.El estudio realizado por Lock (1994) se a logrado comparar, en modelos in
vitro, que los extractos crudos de la P. aduncum posee actividad antibacteriana,
antifungica, antiviral, citotoxica y parasitica. Los diversos fotoquimicas reportan
que el P. aduncum contiene una gran variedad de metabolitos secundarios que se
pueden agrupar en fenil propanoides, derivados Benzoicos, cromenos y

flavonoides, las cuales actiian en dichas actividades mencionadas.
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En el grafico 05 se observa los valores promedios de las absorbancias de
respuesta anti antigeno del virus de Hepatitis B, frente a siete tratamientos, en le
que se observa la existencia de diferentes valores, asi se obtuvieron los mayores
valores para el control positivo y muestra de agua con 466 y 4.51
respectivamente, mientras que los menores valores en control negativo y muestra
al 100%, con valores de 0.70 y 1.13 respectivamente. Al realizar el andlisis de
varianza respectivo (Tabla 07 del anexo) se halld significancia estadistica
(p<0.05), lo que nos indica que por lo menos uno de los tratamientos presenta un
valor diferente de absorbancia, por lo que se procedié a realizar el test de Tukey
(Tabla 08 del anexo), hallandose que estadisticamente que el control positivo y la
muestra de agua son los que muestran los mayores valores de absorbancia,
seguida de los extractos de 0.094mg/mlL, 0.187mg/mL,0.375mg/mL. y
0.750mg/mL, siendo el tratamiento del control negativo el que mostré los menores

valores,

En el grafico 06 se muestra la tendencia lineal de las absorbancias de la respuesta
anti antigeno del virus de la hepatitis B frente a cuatro concentraciones del
extracto de OQenothera rosea “yawarsuqu®, observandose que el indice de
determinacion tienen un valor de 0.6218, lo que quiere decir que el 62.18% de la
variacion de las absorbancias estd explicado por la variacion de las
concentraciones de los extractos. En estudios realizados por Gonzalez y col
(2006) se evaluaron las propiedades antivirales de los extractos vegetales
derivados a partir de las plantas : Calendula officinalis L., Psidium guajava L.,

Eucaliptos spp. Y Phyllanthus orbicularis contra el virus de la hepatitis b, se llev) a
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cabo a concentraciones sub toxicas en el sistema invitro, PLC/PRF/5 o células
Alexander, linea celular que expresa constitutivamente el antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B . el parametro de viabilidad celular se midié mediante los
calcuios de los valores de concentracion citotdxica media: Eucaliptos spp mostrd
una menor toxicidad en la ceélula, seguido por Psidium guajava L., Phyllanthus
orbiculari, y finalmente Calendula officinalis L que tuvo una toxicidad mayor que
los extractos anteriores. Posteriormente se estudié el comportamiento de la
produccién de AgsHB intracelular y extra celular de las células a diferentes
concentraciones de los extractos durante las 48 horas de tratamiento. Los datos
obtenidos mostraron actividad inhibitoria en el caso de Phyllanthus orbicularis asi
como para el extracto de eucalito. Con el extracto de guayaba la actividad fue
menor que en los dos casos anteriores, mientras que la caléntula no mostrd
ninguna inhibicién a las concentraciones ensayadas, lo que indica la ausencia de

la actividad buscada en el extracto.

Se muestra también la concentracién media inhibitoria (CMI 50) que tiene un
valor de 0.2879mg/mlL de extracto, esto es que para inhibir la 50% de la totalidad
del antigeno del virus del hepatitis B es necesario esta concentracién. Al respecto
rojas A, 2006 , afirma que los grupos fenolicos y flavonoides podrian ser los
responsables del efecto hepatoprotector . se puede concldir que a mayores
concentraciénes del extracto y mayor tiempo de exposicion se va inhibiendo la

multiplicacion viral.
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En estudios realizados por la investigacion de Wallace (2008) de Croton lecheri , el
latex de sangre de grado que contiene dentro d sus principales componentes el
alcaloide denominado taspina y sustancias como: piridonas aporfina, quinoleina,y
el principio de SP-303 que es una sustancia proantocianidina oligométrica
(flavonoide) de accion antiviral realizados experimentos invitros muestran que esta
proantocianidina inhibe diferentes virus DNA y ARN, incluyendo el virus de herpes
dafiando o destruyendo sus diferentes proteicos incluyendo el virus de la hepatitis
(A y B), el virus de la influenza y el virus de la parainfluenza. También es efectivo
para €l virus sincitial respiratorio. La actividad viral contra los dos tipos del virus
herpes simple, incluye también el tipo | timidinaquinasa deficiente, ya que impide

la penetracion del virus en la célula.

En el Anexo N° 16 respecto Tinco (1998) reportd la presencia de taninos,
flavonoides, azucares reductores, saponinas, mucilagos, principios amargos,
catequinas , resinas, lactonas, esteroides y triterpenos en diferentes extractos
entre ellos el alcohdlico . Estos metabolitos como flavonoides, saponinas vy
triterpenos podrian estar interviniendo en la actividad antiviral .Si bien es cierto

que todavia no exixten trabajos de esta naturaleza con la planta en estudio.
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VI.CONCLUSIONES

Se llegb a determinar que el extracto aicohdlico de las hojas de
Oenothera rosea “yawar sugu” tiene efecto con el anti antigeno de superficie
del virus del Hepatitis B se halla que hay diferencia estadistica (p<0.05)
siendo la concentracion 0.750mg/mL el que mayor efecto tuvo.

Se llegd a determinar el efecto del extracto alcohdlico de las hojas de
Oenothera rosea frente al anticuerpo y conjugado del anti antigeno de
superficie del virus del Hepatitis B.

Se determing el efecto anti antigeno de superficie del virus del Hepatitis
B, a diferentes concentraciones del extracto, que a mayor concentraciéon del
extracto menor es el antigeno de superficie del virus del hepatitis B y mayor
es el efecto anti viral. El valor de corte y la concentracién media inhibitoria
(CMiso) para el extracto alcohdlico fue de 0.2879 mg/mL.

Se determiné el efecto anti antigeno del virus del Hepatitis B a diferentes
tiempos de exposicion, que a mayor tiempo menor es el numero de

absorbancia / valor umbral.
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VILRECOMENDACIONES

1.- Se recomienda aislar los principios activos responsables de la actividad
antiviral y determinar su mecanismo de accién presentes en la Oenothera rosea.
2.- Se recomienda formular un preparado galénico utilizando como principios
activos el extracto alcohélico de Oenothera rosea como agente antiviral.

3.- Realizar este tipo de trabajos utilizando diferentes tipos de extracto y con

metabolismos secundarios mas purificados y utilizando virus de la célula animal.
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ANEXON® 1

Clasificacion t Smi '
10n taxonémica de Oenothera rosea Ait. “yawar suqu

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFEICA

Que, el Bach. en Biologia, Sr. Roger HUAMAN SANCHEZ, ha solicitado la

identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y detemminada segin el Sisiema de
_ Clasificacion de CRONQUIST, A (1 988) , y es como sigue

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : ROSIDAE

ORDEN ; MYRTALES

FAMILIA : ONAGRACEAE

GENERO : Qenothera

ESPECIE : Oenothera rosea Ait

NV. : “yawar sugu” , “chupa sangre”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del
interesado para lo fines que estime conveniente

Ayacucho, 043 de Agosto del 2 011.
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ANEXON®°2

Tabla N°1: Resultados de sélidos solubles de acuerdo a la dilucién del extracto obtenido

de las hojas de Oenothera rosea “yawar suyu”.

Dilucién del extracto Sélidos Solubles (mg/mL)

Concentracion madre 1.5mg/mL
100.00% 0.750
50.00% 0.375
25.00% 0.187
12.50% 0.094
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ANEXON?®S

Tabla 03.- Estadisticos descriptivos de las absorbancias / valor de corte a las 24

horas de respuesta anti antigeno del virus de Hepatitis B frente a dos controles,

una muestra de agua y cuatro concentraciones del

extracto alcohdlico de las

hojas de Oenothera rosea “yawarsuqu” Ayacucho - 2011.

Intervalo de
confianza para la

M 1)
. Desviacion Error media al 95% .. L.
N | Media tipica tipico Minimo | Méximo
Limite | Limite
inferior | superior
Control Negativo
3| 70533 005508 | 003180 | 69165| 71901| 700 711
trol Positi
Con Ve 3| 457267 198807 | 114781 | 407880 506653 | 4385| 4781
Muestra agua
3| 4.45633 159654 | 092176 | 405973 | 485294 | 4277| 4583
Muestra 0.094mg/mL
3| 261567 572867 | 330745 | 119259| 4.03875| 1958| 3006
Muestra 0.187 mg/mL
3! 232367 632166 | 364981 | 75328 | 389406| 1608| 2806
Muestra 0375 mg/mL
uestra 0.375 me/ 3| 199533 559881 | 323247| 60451| 338615| 1349| 2331
tra 0,750 mg/ml
Mues me/ 3| 136967 121698 | 070262 | 106735| 1.67198| 1259| 1500
Total
211 257695| 1429692 | 311984 | 1.92616| 322774| 00| 4.781

51




ANEXON®°6

Tabla 04.- Andlisis de varianza para las absorbancias / valor de corte a las 24

horas de respuesta anti antigeno del virus de Hepatitis B frente a dos controles,

una muestra de agua y cuatro concentraciones del

hojas de Oenothera rosea “yawarsuqu” Ayacucho —2011.

extracto alcohdlico de las

Suma de Media
cuadrados ¢l cuadratica F Sig.
Inter-grupos 38.638 6 6.440 40.207 000
Intra-
a-grupos 2242 14 160
Total
otal 40880 20
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ANEXON®7
Tabla05.- Test de Tukey para las Absorbancias / valor de corte a las 24 horas del
virus de respuesta anti antigeno del virus de Hepatits B comparando dos
controles, una muestra de agua y cuatro concentraciones del extracto alcohélico

de las hojas de Oenothera rosea “yawarsuqu” Ayacucho - 2011.

HSDdeTukey
Subconjunto para alfa= .05
1
Tratamientos N 2 3 4 1
Control Negativo 3 70533
Muestra 0.750 mg/mL 3 1.36967 1.36967
Muestra 0.375 mg/mL 3 1.99533 1.99533
Muestra 0.187 mg/mL 3 2.32367 232367
Muestra 0.094mg/mL 3 2.61567
Muestra agua 3 4.45633
Control Positivo 3 457267
Sig, 437 118 512 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamaifio muestral de la media armonica= 3.000.
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ANEXON®°8

Tabla 06- Estadisticos descriptivos de las absorbancias / valor de corte a las 48

horas de respuesta anti antigeno del virus de Hepatitis B frente a dos controles,

una muestra de agua y cuatro concentraciones del

hojas de Oenothera rosea “yawarsuqu” Ayacucho — 2011.

extracto alcohdlico de las

Intervalo de confianza

Desviacién | Error para la media al 95%
Media . Minimo | Maximo
tipica tipico Limite Limite
N inferior superior

Control Negativo 3 |.70233 | 002517 001453 | 69608 70858 | .700 705
Control Positivo 3 | 465500 | .052564 030348 | 452442 4.78558 | 4.601 4.706
Muestra agua 3 | 4.50667 | .079601 045958 | 430893 470441 | 4.417 4.569
Muestra 0.094mg/mL | 3 | 224300 | 566847 327270 83487 3.65113 | 1.589 2593
Muestra 0.187 mg/ml. | 3 | 183567 | 505939 292104 | 57884 3.09249 | 1.258 2200
Muestra 0.375 mg/mL | 3 | 164900 | 049669 028676 152562 177238 | 1.615 1.706
Muestra 0.750 mg/mL | 3 | 113033 | 039954 023068 1.03108 1.22958 | 1.098 1175
Total 21 | 2.38886 1.515771 330768 169889 3.07883 | .700 4.706
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ANEXON®°9

Tabla 07.- Analisis de varianza para las absorbancias / valor de corte a las 48

horas de respuesta anti antigeno del virus de Hepatitis B frente a dos controles,

una muestra de agua y cuatro concentraciones del

hojas de Oenothera rosea “yawarsuqu” Ayacucho — 2011.

extracto alcohdlico de las

Suma de Media
cuadrados cuadritica F Sig.
Inter-grupos
44.770 6 7462 88.460 000
Intra-grupos
Erupo 1.181 14 084
Total
45.951 20
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ANEXON°® 10

Tabla 08.- Test de Tukey para las absorbancias / valor de corte a las 48 horas de

respuesta anti antigeno del virus de Hepatitis B comparando dos controles, una

muestra de agua y cuatro concentraciones del extracto aicohdélico de las hojas de

Oenothera rosea “yawarsuqu” Ayacucho — 2011.

HSDdeTukey

Subcon junto para alfa= .05
Tratamientos 2 3 4 1
Control Negativo 3 70233
Muestra 0.750 mg/mL 3 1.13033 1.13033
Muestra 0.375 mg/mL 3 1.64900 1.64900
Muestra 0.187 mg/mL 3 1.83567 1.83567
Muestra 0.094mg/mL 3 224300
Muestra agua 3 4.50667
Control Positivo 3 4.65500
Sig 566 108 229 995

Se muestran las medias para los grupos en los subcon juntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armonica= 3.000.
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ANEXONF® 11

Fotografia N° 1: hojas Oenothera rosea “yawar suqu” del Valle de Muyurina del

Distrito de Jesus Nazareno Provincia de Huamanga. Ayacucho 2011
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ANEXON?® 12
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Figura N° 2 estructura quimica de un triterpeno y esteroides el cual No existe
una diferencia considerandose a los esteroides como triterpenos tetra ciclicos.

(Lck; 1994).
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ANEXON?®° 13
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Figura N° 3 estructura quimica de de las cumarinas y el esculetos. (Lck; 1994).
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ANEXONF® 14

NUCLEO BASICODE UN FLAVONOL

FLAVONOIDE

Figura N° 4.Estructura quimica del nucleo basico de un flavonoide y un flavonol .
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ANEXONF® 15

Compuestos fendlicos y flavonoides presentes en la hoja de Oenothera rosea
segun Aguilar (2004).

o o O -OH ©:CH:CH—COOH_

OH

OH
Acido elagico Acido o-cumarico
: cO
HO % OH
HO—DCO
. HO ,
Ho ot OH ©
Acido m-digillico . Kaemferol
OH
Z | OH
HO (0] Y OH
OH
oH O
Miricetina

En las semillas de Oenothera rosea, Wolf (1983), en su trabajo titulado New
sources of y-finolenic acid, determind la presencia de acidos grasos insaturados;
acido linolefco y linoténico.
1’
HOOC/\/\/W\/V\/\/

Acido tinoléico
ANANANS
IAVAVAVAVAVAVAYAVS
Acido linolénico

Figura N° 5.Compuestos quimicos en las hojas y semillas de la Oenothera rosea

“yawar suqu’
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ANEXONF® 16

Ensayos Metabolitos Resultados
Dragendorff Alcaloides -
FeCl3 Taninos y/o polifenoles +++
Kedde Cardendlidos +
Liebermann Triterpeno y/o Esteroides ++
Shinona Flavonoides e+
Benedict Azucares Reductores +
Espuma Saponinas ++
Ninhidrina Aminoacidos ++
Baljet Lactonas y/o Cumarinas +
KMnO4 Sustancias Reductoras +++

Cuadro N° 1. Report6 la presencia de taninos fiavonoides, azucares reductores,

saponinas,

mucilagos, principios amargos,

catequinas, resinas, lactonas,

esteroides y triterpenos en el extracto alcohdlico de las hojas de Oenothera rosea.
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ANEXON?® 17

Fotografia N° 2: Pulverizado de las hojas Oenothera rosea “yawar suqu en
condiciones estériles, en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Biologicas. Ayacucho 2011
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ANEXON-® 18

Fotografia N° 3: Medicion de la muestra, en el Laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Ciencias Biolégicas. Ayacucho 2011



ANEXON°® 19

Fotografia N° 4. Procesamiento para obtener el extracto alcohdlico, en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas. Ayacucho

201

65



ANEXON®°20

Fotografia N° 5. Procesamiento para obtener el extracto alcohdlico, en el

Laboratoric de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. Ayacucho

2011



ANEXO N°21

Fotografia N° 6: Diluciones de la muestra madre del extracto alcohdlico en

100%, 50%, 25% y 12.5%, en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Biolégicas. Ayacucho 2011
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ANEXON®°22

Fotografia N° 7: Biokit de ELISA de antigeno de superficie del virus de Hepatitis

B, en el Laboratorio de Referencia Regional Ayacucho. Ayacucho 2011
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ANEXON°23

Fotografia N° 8. Procedimiento de la reaccion de los antigenos, anticuerpos y
conjugados a traves de la ELISA, en el Laboratorio de Referencia Regional

Ayacucho. Ayacucho 2011
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