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RESUMEN

El uso de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” forma parte de la medicina tradicional
peruana y de nuestra localidad ayacuchana. Investigaciones actuales buscan el
desarrollo sostenible de nuevos compuestos activos con el fin de dar una terapia
complementaria a la poblacién. El estudio experimental, se baso6 principalmente en la
formulacion de una crema del extracto hidroalcohdlico de las hojas de esta especie, a la
cual se le comprobd la actividad antioxidante por los diferentes métodos (DPPH, ABTS,
FRAP), se prepar6 a diferentes concentraciones del extracto (1 %, 2%, 4%); las cuales
se les hizo ensayos espectrofotométricos a diferentes longitudes de onda, de acuerdo
al método utilizado.

Por el método de DPPH la crema a la concentracion del extracto al 4% resulté con una
mejor actividad antioxidante, mostrandonos 1,58 TEAC (p=1,24 x 107), de la misma
forma por el método ABTS y FRAP, la crema al 4% es la que obtuvo una mejor actividad
antioxidante, con 0,064 y 0,016 actividad equivalente Trolox (TEAC) (p=2.9 x 10*y
p=1,1x10°®), respectivamente.

Basandonos en la concentracion que inhibe el 50% de radical libre (ICso) la
concentracion de crema base al 4% es la que tiene una mejor aproximacioén al estandar,
esta ocasion fue el Trolox.

Palabras clave: Hojas de Baccharis salicifolia “chilca”, radicales libres, capacidad
antioxidante.
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l. INTRODUCCION

Las plantas son muy promisoras fuentes de nuevas drogas aun en estos tiempos,
se espera que muchas de ellas sean desarrolladas en los siguientes 20 afios, pero
esto sera posible sélo si hay una estrecha colaboracion entre botanicos,
farmacélogos y quimicos de productos naturales .

Las propiedades medicinales de las plantas vienen siendo investigadas, debido a
sus potentes actividades antioxidantes, menor toxicidad y viabilidad econémica 2.
Muchos compuestos antioxidantes, que nacen naturalmente en los vastagos de
las plantas, estan siendo identificados. Recientemente, el interés esta buscado
considerablemente encontrar antioxidantes naturales para uso en los alimentos y
asi reemplazar a los antioxidantes sintéticos, los cuales estan siendo restringidos
debido a sus efectos secundarios tales como carcinogenicidad. Los antioxidantes
naturales pueden proteger el cuerpo humano de los radicales libres y retar el
progreso de muchas enfermedades cronicas, asi como la degradacién oxidativa

de los lipidos en los alimentos 2.

El Pert y el mundo entero estdn expuestos a un sin niumero de enfermedades
consecuentes de la produccion de radicales libres (radical hidroxilo, perdxido de
hidrogeno, anion superoxido, 6xido nitrico, etc) y estrés oxidativo, muchos de ellos
inclusive tienen como desenlace la muerte. Por ello se introduce la necesidad
constituyente del estudio en la actividad biolégica de nuestras plantas y en buscar
nuevas sustancias bioactivas que permiten controlar mejorar la salud de la
poblacién 4. La enfermedad relacionada con la inflamacién es un problema real
en la comunidad rural; la poblacién en estas areas utiliza muchos farmacos
alternativos, tales como sustancias producidas a partir de plantas medicinales °.
La regiébn andina del Peru posee una variada flora, muchas especies con
reconocida actividad que beneficia para la salud, dentro de estas especies se

encuentra Baccharis salicifolia “chilca”, es una especie espontanea que crece en



las riberas de los rios. En el Pert abunda y habita entre 1000 y 4000 msnm, en
los departamentos de Amazonas, Ancash, Arequipa, Ayacucho, Cajamarca,
Cusco, Huanuco, Huancavelica, Junin, Piura. Etnobotanicamente, la infusién de
las ramas se emplea como antiinflamatoria, antineurética, antitumoral,

antidisentérica y para tratar enfermedades del higado °.

Por otra parte, los antioxidantes naturales han alcanzado gran importancia por
la relacion directa que manifiestan con la disminucion del riesgo a producir
enfermedades coronarias y céncer, entre otras. Numerosos antioxidantes,
presentes en las frutas y verduras, entre los cuales se encuentran: vitamina E (a-
tocoferol), vitamina C (acido ascérbico), 3- caroteno (pro-vitamina A), compuestos
fendlicos y flavonoides, se han relacionado a efectos positivos en la salud debido

a su efecto antioxidante.
1.1 objetivos
1.1.1 Objetivos generales

Demostrar la actividad antioxidante de la crema elaborada a base del extracto

hidroalcohélico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca”.
1.1.2. Objetivos especificos

¢ Identificar los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca”.

e Evaluar los pardmetros fisicoquimicos de la crema elaborada del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca”.

e Determinar la mejor concentracion de crema elaborada a base del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” que genera mejor

captacion de radicales libres.
1.1.3 Hipoétesis
Hipo6tesis nula

La crema elaborada a base del extracto hidroalcohélico de las hojas de Baccharis

salicifolia “chilca” no posee actividad antioxidante.
Hipodtesis alterna

La crema elaborada a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis

salicifolia “chilca” posee actividad antioxidante.



. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio

Un trabajo de tesis realizado por la Universidad de Latinoamericano presentado
por Orozco M. Aprovechamiento de las hojas de chilca (Baccharis latifolia), en el
disefio de un producto agroindustrial consistia en aplicar los diferentes métodos
de la investigacién, extraccion de compuestos bioactivos de las hojas de chilca a
partir de hidrodistilacion, liofilizacién, extraccién por agua y extraccién por alcohol;
el aprovechamiento de las hojas en una crema cosmética y pruebas de estabilidad
fisico microbiol6gico de la misma como resultado obtuvieron 4 mL de aceite
esencial, 15,79 g de liofilizado, 253,21 mL de extracto clarificada en agua 'y 106,68
mL clarificado en hojas de chilca en alcohol, del producto obtenido se elaboré
cremas cosméticas, sometieron la prueba de estabilidad fisica y quimica dando
como resultado pH 6,8 en condiciones optima’.

Un trabajo presentado por la revista ciencias Farmacéutica y alimentarias de la
universidad de la Habana. consistia en la propuesta de una formulacion
semisdlida a partir de un extracto hidroalcohdlico de Talipariti elatum Sw.
Evaluaron por diferentes métodos 2,2-difenil-1.picrilhidrazilo (DPPH) y poder
antioxidante del hierro (FRAP), en ambos métodos se utilizaron el extracto fluido
por el método de percolacién a una temperatura de 30 °C £ 2 °C, empleando una
mezcla hidroalcohélico al 50 % a partir de las flores secas, encontrando en su
mayoria contenido de fenoles y flavonoides, Finalmente se evalué la actividad
antioxidante por las técnicas FRAP y DPPH, evidenciandose que el extracto fluido
y la formulacion, bajo las condiciones de estudio, tenian propiedades
antioxidantes. Los mejores resultados se obtuvieron para el extracto fueron
superiores a la Vitamina C utilizada como patron. Se demostro la factibilidad de
empleo del extracto hidroalcohdlico en una crema con propiedades antioxidantes

para su posible utilizacién en fitocosmética®.



Un trabajo de tesis de pregrado realizado en la Universidad Militar Nueva Granada,
Bogot4, presentado por Prada J. que consistia en el andlisis metabdlico de la
especie Baccharis latifolia (Asteraceae). Se establecié el perfil quimico mediante
la cuantificacion de fenoles y flavonoides y la capacidad antioxidante (DPPH vy
FRAP). Se realiz6 un analisis TLC (cromatografia de capa fina) con el revelador
Vainillina con el fin de detectar principalmente terpenoides, los extractos se
analizaron por HPLC-MS para estimar el nimero de metabolitos secundarios el
analisis cuantitativo mostré que existe una alta correlacion entre los fenoles y
flavonoides, por método FRAP obtuvieron un resultado de 0.84 y 0.76, se
identificaron 22 compuestos en total, 20 en hojas, 12 en tallos, 11 en flores y 4 en
frutos. Con HPLC-MS se detectaron 36 compuestos en hojas, 28 en tallos, 17 en
flores y 4 en frutos. Se realizé una identificacion tentativa y se encontraron 22
flavonoides, 10 alcaloides, 3 terpenoides y 1 lignano mediante el andlisis OPLS-
DA, FRAP y DPPH y PCA con HCA identificando diferencias y similitudes entre las
muestras. Concluyendo que B. latifolia es una planta bastante versétil, mostro

cambios en su metaboloma®.

Un trabajo de tesis de pregrado en biotecnologia realizado en la Universidad
Politécnica Salesiana Quito. Presentados por Aldana C. Guayasamin L.
Evaluacién de la actividad antioxidante de los extractos alcohélicos y acuoso de
las hojas de ficus citrifolia y caracterizacion quimica de los polifenoles. Se evaluo
la actividad antioxidante hidroalcoholicos y acuoso al 20%, 50% y 80% de ficus
citrifolia mediante los ensayos de DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidracilo) y ABTS (2,2
Azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-acido  sulfénico), cuantifico los fenoles vy
flavonoides, en todos los ensayos se demostrd un valor significativo. En el ensayo
de DPPH el valor de ICso dio un valor minimo para el extracto alcohdlica al 80%
resultando 380,366 pg/mL y a comparacion al extracto acuoso con 1299,18 ug/mL.
y para el ensayo de ABTS 9786 ug/mL y mas alto el extracto acuoso, la cantidad
de flavonoides al 80% dando un resultado final 9,198 de extracto y el minimo de
3,393, cuyos valores se expresaron con equivalentes a mg/mL de extracto. En
conclusioén, los extractos de los 2 métodos se evidenciaron un alto contenido de

actividad antioxidantel9.

Un trabajo presentado por la revista Asian Pacific Hournal of Tropical Biomedicine,
que consistia en la formulacion y evaluacién de una crema facial antioxidante a
base de hierbas de Nardostachys jatamansi recolectada en la regién de Himalaya

de la India Prakash A. y Saklani S. Método de actividad antioxidante, se evalué



mediante 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl DPPH, los radicales DPPH reaccionan con
agentes reductores adecuados que pierden color estequiométricamente y el
numero de electrones consumidos se midié espectrofotométricamente a 517 nm.
Una fraccion de etanol analizada a partir de una muestra de N. jatamansi mostré
una actividad antioxidante significativa, es decir, 58,39 ug/mL (IC50) en
comparacion con el acido ascorbico estandar [46,68 ug/mL (IC50)]. La busqueda
de extracto de etanol se encontr6 con la mayor actividad (94,1%) a una
concentracién de 100 ug/mL observada durante 30 minutos, mientras que el acido

ascorbico estandar mostr6 91,27% a concentraciones de 5 pug/mL*,

Un trabajo de tesis de pregrado realizado en la Universidad Nacional Mayor de
san Marcos Lima Peru. Presentado por Baltonado C. consistia en evaluar una
crema dermocosmeética en potencial actividad antioxidante y efecto humectante.
En primera instancia se realiza un tamizaje fitoquimico cualitativo para determinar
los metabolitos que posee en la muestra, obteniendo como positivo las pruebas
de Dragendorf, Mayer, Bertrand, Sonenhei (alcaloides), saponinas y shinoda
(flavonoides), a su vez da negativo para la prueba de tricloruro (fenoles); sin
embargo, para determinar la actividad antioxidante de la crema, se realiza el
método de DPPH. Emitieron los siguientes resultados: ICso 138,18mg/mL para la
crema base, 1Cs 25,37 mg/mL la crema de concentracion de 0,25%, ICso 20,05
mg/mL para la crema de 0,5% y ICso 19,95 mg/mL para la crema de 1%;
obteniendo resultados, la crema al 1% es la que tiene mayor actividad antioxidante
se evalluo la estabilidad de la crema, humectante a la crema al 1%, sobre
personas con piel seca utilizando el equipo Dermanalyzer, el cual indica el grado
de humectacion que la piel se encuentra, se utiliza tres cremas (crema base,

crema comercial y crema del extracto liofilizado*2.

Un trabajo de tesis de posgrado realizado por Ramos. en la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos Lima. Determind la capacidad antioxidante in vitro y la
actividad regeneradora in vivo de una crema cosmética con extracto
hidroalcohdlica de Myrciaria dubia. Consistia en evaluar la actividad antioxidante
del extracto hidroalcohdlica de Camu Camu y la crema cosmética in vitro mediante
el método espectrofotometro utilizando radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), y
cuantificacion de compuestos fendlicas y la vitamina C in vivo, los resultados in
vitro fueron de 45,248 mg 4cido ascoérbico/g y 2,717 mg &cido ascorbico/g crema,
la concentracion inhibitoria media ICso fue de 75, 911 para el extracto y 1264,2603

para la crema. Lo que demostré que el extracto y la crema tienen actividad



antioxidante lo cual ambos poseen mayor actividad regeneradora sobre la piel
dafada®.

Un trabajo de tesis de pregrado realizado en la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos. Presentado por Aparcana M. y Villareal L. que consistia en
Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos etanodlicos de Frutos de
physalis peruviana aguaymanto. Con La finalidad de determinar la capacidad
antioxidante y la comparacion de polifenoles totales, con los métodos de Folin-
ciocalteu, DPPH (1,1 —difenil-2-picril-hidrazilo) y ABTS (4cido 2,2 —azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico). Que en su conclusién afirma que el fruto de physalis
peruviana L. presento mayor contendidos de compuestos fenélicos dando un
resultado 149,3 + 1,62 mg/eq de acido galico 100 g de fruto por el método de Folin
Ciocalteu, con resultado mayor concentracion de capacidad antioxidante
determinando por el método de DPPH, de lo mismo obtuvieron los resultado de
concentracion inhibitoria 1Cso fue de 1,86 mg/mL y por método ABTS obtuvieron
una concentracién inhibitoria 1Cs0 1,29 mg/mL, resultaria la capacidad antioxidante

de los frutos de physalis peruviana como una fuente de beneficio para la salud 4.

Un estudio publicado por la revista Per. Quim. Ing. Quim. Universidad Nacional de
San Marcos Lima Perd. Presentado por Inocente M, Tomas Ch, Huaman J,
Palomino M, y Bonilla P. que consistia en la extraccion de compuestos fendlicos,
cuantificacion, actividad antioxidante y fotoprotectora in vitro de una crema gel
elaborada con extracto estabilizado de tumbo serrano (Passiflora mollissima
HBK). Para la cuantificacién de fenoles se utilizé el método de Folin Ciocalteu,
para la actividad antioxidante se us6 el método de DPPH y ABTS. Llegando a los
siguientes resultados 111,657 +/-2,823 de equivalentes de acido galico/100ml de
muestra, lo cual permitié establecer una relacién con la actividad antioxidante con
valores de 423,187+/-2,345 pmol Trolox/mL (método DPPH) y valores de 0,774+/-
mmol Trolox/mL muestra (método ABTS). Se obtuvieron valores de 11,754¢/-
0,241 FPS (método in vitro de Mansur)*®,

Un trabajo de tesis de posgrado realizado en la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, presentado por Chura M. cuya finalidad fue determinar la
actividad antioxidante de Smallanthus sonchifolia mediante el extracto acuoso
al 25% de las hojas y raices frescas, con las muestras sobrenadante se
prosiguio la capacidad antioxidante por los métodos de DPPH*, ABTS" vy

FRAP, se determind las concentraciones de polifenoles, vitamina C,



flavonoides y antocianina obteniendo los resultados de 4.75 mg/Ml y 5.38
mg/mL respectivamente los resultados se obtuvieron en las hojas un valor de
inhibitoria ICso de 7.0 mg/mL la concentracion de actividad antioxidante en la
variedad blanca obteniendo un valor de 88.98 mg equivalente de &cido gélico
en conclusiéon las hojas de yacon blanco obtuvieron  mayor cantidad de
polifenoles, flavonoides a comparacién que las variedades el yacon morado
presenta una elevada antioxidante con la método FRAP y ABTS, con diferencia
a DPPH?S,

Un trabajo de tesis de pregrado realizado en la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga, presentado por Vargas H. contenido de flavonoides y
fenoles totales en hojas de tres especies del género Senecio y la determinacién
de su actividad antioxidante in vitro. Consistia en evaluar la actividad
antioxidante, por el métodos de folin ciocalteu y cloruro de aluminio
respectivamente, la actividad antioxidante fueron determinados por los tres
métodos DPPH, radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo y el métodos de radical
acido 2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) vy la capacidad
reductora de hierro (FRAP) las variedades de muestras de Seniceo obtuvieron
mayor cantidad de fenoles y flavonoides totales 63,076 £ 0,25 mg EAG/g de la
muestra seca y 64,15 + 1,99 mg EQ/g de la muestra las concentracion
inhibitoria ICso de las tres especies del género de senecio por los métodos de
DPPH, ABTS y FAP, 27,22 + 0,15 pg/mL, 29,85 + 0,12 pg/mL y 5,49 + 0,04
pug/mL. En conclusion, las plantas del genero senecio poseen mayor actividad

de antioxidantes?’.

Un trabajo de tesis realizado en la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, presentado por Martinez. Consistia en evaluar desarrollo de una
formulacién de crema a base del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay” por el método extracto atomizado a 70°C y
percolacion del extracto se desarroll6 tres formulaciones de la crema a base de
extracto atomizado, eligiéndose la crema 2% por presentar mejores parametros
fisicoquimicos. Se le realizo estudios de pre-estabilidad durante un mes, en ella
se evalud sus caracteristicas fisicoquimicas, asi mismo se determind el
porcentaje de fenoles por el método de Folin Ciocalteau obteniendo un resultado
significativo en el porcentaje de fenoles. (p > 0,05). Se concluye que la formula

elegida tiene buenos atributos de estabilidad?®.



Un trabajo de tesis desarrollado en la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, realizado por Lépez. Consistia en determinar la actividad antioxidante
in vitro de la crema gel elaborada a base del extracto atomizado de las vainas de
caesalpinea spinosa, frente a dermatofitos, se realiz6 tamizaje fitoquimica. Los
metabolitos secundarios obtenidos fueron taninos, fenoles, quinonas, saponinas
entre otros, a simismo se evalué las caracteristicas fisicoquimicas de la crema gel
elaborada a base del extracto atomizada, las cremas al 3%; 5% y 7% cumplen los
parametros fisicoquimicos, obteniendo mayor actividad con un promedio de

inhibicion de 49,8667 mm frente a Trichopyton rubrum?®.

Un trabajo de tesis de pregrado realizado en la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga, presentado por Omonte. actividad antioxidante de la
crema elaborada a base de los compuestos fendlicos aislados de las flores de
mutisia acuminta R&P. el presente trabajo de investigacién se realiz6 con la
finalidad de determinar la actividad antioxidante, la obtencion de compuestos
fendlicos a partir de un extracto etandlico con solventes de diferentes polaridades,
en ella se obtuvieron identificaciones mediante ensayos cualitativos,
cromatografias y espectrofotométricos, en ella indicaron la presencia de
isoflavonas, la actividad antioxidante por el método de 1,1 difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH), se elabor6 las cremas a concentraciones de 0,5 1 y 2% a base de
compuestos fendlicos, la crema al 2% presenta mayor porcentaje de inhibicion de
radicales libre (99,70%) respeto a las cremas al 0,5 y 1,0% representando un
porcentaje similar. Se concluye que la crema pose caracteristicas organolépticas

optimas y todas las concentraciones tuvieron actividad antioxidante?.

Un trabajo de tesis de pregrado realizado en la universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga por Vicufia. consistia en determinar la actividad
antioxidante de la crema elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de
Satureja brevicalyx Epiling Wayra mufia. Se realizd por el método
espectrofotométrico usando DPPH (1, I-difenil-2-pricrilhidrazilo) como fuente de
radicales libres, a la fraccién etandlico al 50 °C con agitacion constante se
identific6 como catequinas lactonas, saponinas, flavonoides, fenoles, taninos,
triterpenos y esteroides como metabolitos secundarios, se elabor6 las cremas
a concentraciones de 0,5%, 1%, 2% y 4% de extracto atomizados, La crema al
2,0% presentd mayor actividad antioxidante por captacion de radicales libres a
un concentracion de 50ug/mL (99,4%) en comparacion a las cremas al 0,5%,
1% y 4% (p<0,05)*.



2.2. Baccharis salicifolia “chilca”
2.2.1. Clasificacion taxondmica

Segun el jefe del Herbarium Huamangenesis de la Facultad de Ciencias Biol6gicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

Subclase: ASTERIDAE

ORDEN: ASTERALES

FAMILIA: ASTERACEAE

GENERO: BACCHARIS

ESPECIE: Baccharis salicifolia
SINONIMIA: Baccharis lanceolata (Kunth.)
N.V.: “chilca”

Fuente Herbarium Huamangensis, 2018 (anexo 01)

2.2.2. Generalidades

Baccharis salicifolia o azumiate, es el nombre que se le da al arbusto, también
conocido como jara amarilla, chilca, azulmiate o cucamoarisha. Su area de
dispersién abarca el sur de Estados Unidos hasta el centro de Chile y Argentina.
En el sur de México es popularmente conocido como azumiate del nahuatl
"azumiatl"). Es una especie de planta perteneciente a la familia Asteraceae es
tipica del desierto del sudoeste de Estados Unidos y noroeste de México, donde
se la conoce como mula grasa o batamote, encontrdndose también por las tres
zonas subcontinentales de América incluyendo al centro de Argentina y Chile
donde se la conoce como chilca (una de las especies llamadas chilca en parte de

Argentina 2.
2.2.3. Descripcion botéanica.

Las Asteraceaes ocupan el segundo lugar entre las familias mas diversas de la
flora peruana. Esta familia es reconocida en el Peru por presentar alrededor de

250 géneros y 1590 especies, mayormente hierbas, arbustos y subarbustos?3,



Baccharis salicifolia “chilca” es un arbusto de porte bajo, perennifolio, propio de
zonas templadas y templado-frias; de hojas simples alargadas de color verde
claro, de bordes ligeramente aserrados, alternas, sin estipulas, y de consistencia
pegajosa, debido a la presencia de abundante resina. Flores pequefas, tubuladas,
agrupadas en inflorescencias tipicas en cabezuelas o capitulos. Frutos pequefios
aquenios provistos de vilano caracteristico que le sirve como elemento de
dispersion. Esta especie vive en zonas situadas entre los 2600 y 3500 msnm. En
estado silvestre sobre suelos pobres en sales nutrientes, a veces como integrante

de la vegetacion monte riberefia 24
2.2.4. Distribucién geogréafica.

Esta distribuido en la mayor parte de las zonas semihumedas de México y se
encuentra en los estados de Oaxaca, Nayarit, Puebla, Jalisco, y Colima. En La
Pampa y en el resto de Argentina se conoce con el nombre de chilca, este nombre
popular en el centro de ciertas zonas de Argentina y Chile deriva del vocablo

mapudungun chilca %2.

En el Perl se encuentra en zonas templadas y frigidas, la mayor parte de la
especie de Baccharis salicifolia chilca habita en el distrito de Quinua Provincia de
Huamanga de departamento de Ayacucho.

2.2.5. Composicion quimica.

La fitoquimica del género Baccharis se ha estudiado ampliamente desde principios
de 1900. A la fecha, se han aislado e identificado mas de 150 compuestos del
género Baccharis. Los compuestos mas significativos son aceites esenciales,
diterpenoides, triterpenoides y compuestos fendlicos como flavonoides, cumarinas

y derivados fendélicos simples?.
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Figura 1. Algunos compuestos quimicos presentes en el género Baccharis. a. terpinen-4-
ol. b. spatulenol. c. bacchariol. d. acido oleandlico?.

2.2.6. Propiedades bioldgicas

Los muchos usos medicinales tradicionales generales de Baccharis incluyen el
tratamiento de heridas y Ulceras, fiebre, enfermedades gastrointestinales, como
espasmoliticos, diuréticos y analgésicos, y en el tratamiento de la diabetes y las
infecciones bacterianas o fangicas. La infusion de las hojas y ramas frondosas de
Baccharis salicifolia (R. et P.) Pers. Se aplica externamente como un remedio para
la inflamacion. Una decoccion de las hojas y tallos también se ha utilizado como

agente de higiene femenina .
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2.3. Compuestos fenélicos

Los polifenoles son antioxidantes activos, abundantes, principalmente en los
tejidos vegetales. Estos antioxidantes corresponden a un conjunto heterogéneo
de molécula que comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios

grupos bencénicos, sustituido por funcién hidroxilos?®.

Los fenoles o polifenoles son metabolitos secundarios de origen vegetal
considerados como los principales componentes antioxidantes en los alimentos y
ademas son compuestos antioxidantes mas abundantes en nuestra dieta por cual,
muchos de los efectos beneficiosas asociado al consumo de alimentos de origen

vegetal se atribuyen a gran medida a estos compuestos fendlicos 6.

Por su facilidad de ceder un radical hidrogeno de un grupo hidroxilo aroméatico a
un radical libre dada la posibilidad de dislocacion de cargas en el sistema de

dobles enlaces de anillo aromaticos .
2.3.1. Flavonoides

Los flavonoides constituyen la subclase de polifenoles mas abundante dentro del

reino vegetal 28,

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos, etc. Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero
variable de grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del
hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante. Por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los
fendmenos de dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado nimero

de patologias %.

Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia los
radicales hidroxilo y superéxido, especies altamente reactivas implicadas en el
inicio de la cadena de peroxidacion lipidica y se ha descrito su capacidad de
modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-inflamatoria), de
prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitrombdéticos) y de proteger a las
lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencion de la placa de ateroma)
Ademas de sus conocidos efectos antioxidantes, los flavonoides presentan otras

propiedades que incluyen la estimulacion de las comunicaciones a través de las
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uniones en hendidura, el impacto sobre la regulacién del crecimiento celular y la
induccién de enzimas de detoxificacion tales como las monooxigenasas

dependientes de citocromo P-450, entre otras 2°.

Figura 2. Estructura quimica de la 2-fenilbenzopirona, nicleo basico de flavonoides 3°

2.3.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que inhiben o contrarrestan las reacciones de

radicales libres y retrasan o inhiben el dafio celular 3.

Segun su modo de accién es posible diferenciar a los antioxidantes denominados
primarios, debido a que actian interrumpiendo la reaccion en cadena que
producen los radicales libres y generando como consecuencia de ello un radical
libre menos activo; también es posible observar la existencia de antioxidantes
secundarios, que tienen accion preventiva y actian atrapando los iones metalicos
que producen la descomposicién del peréxido de hidrégeno, generando como

consecuencia de ello el radical hidroxilo 32.

Los antioxidantes naturales han alcanzado gran importancia por la relacion
directa que manifiestan con la disminucién del riesgo a producir enfermedades
coronarias y cancer, entre otras. Numerosos antioxidantes, presentes en las frutas
y verduras, entre los cuales se encuentran: vitamina E (a-tocoferol), vitamina C
(acido ascorbico), R- caroteno (pro-vitamina A), compuestos fendlicos y
flavonoides, se han relacionado a efectos positivos en la salud debido a su efecto

antioxidante 33,
2.3.3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un estado que se caracteriza por un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas del oxigeno y la capacidad antioxidante de las

células. En el paso a la vida oxigenada las células se dotaron de sistemas
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antioxidantes que pueden ser enzimaticos y por lo tanto involucran mecanismos
algunas veces complejos, y no enzimaticos en los que participan biomolecular que
generalmente poseen menor peso molecular que las enzimas. La produccion de
especies reactivas del oxigeno se produce constantemente en la mitocondria.
Entre 2 a 5% del oxigeno que entra en la cadena respiratoria se reduce de forma
univalente para dar radical superoxido. Las sustancias que participan en las
reacciones de los sistemas de defensa antioxidante se inactivan o deterioran en
determinadas situaciones. Este deterioro puede ser causado por alguna
enfermedad crénica o transitoria que provoca incrementos sustanciales en la

produccién de oxidantes y prooxidantes®4.

Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-funcion
en cualquier érgano, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto, se
reconoce como mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia
primaria o la evolucién de un nuimero creciente de entidades y sindromes de
interés médico-social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos

eventos .
2.3.4. Radicales libres

Los radicales libres, especies quimicos que poseen uno 0 mas electrones
desapareado, reaccionan con las moléculas adyacentes mediante reacciones de
oxido- reduccién para estabilizar y formar especies menos reactivas del oxigeno
(reactive oxigen species, ROS incluye radicales libres, como, por ejemplo: HCIO,
HBrO, Os,ONOO' H,0O, 36,

Los antioxidantes son captadores de radicales libres y por ello retrasan o inhiben
la etapa de iniciacién del proceso de oxidacién, lo que disminuye la consecuente

formacion de productos de descomposicion volatiles: ejemplo aldehido y cetona.®’

Un radical libre puede definirse como una molécula o fragmentos moleculares que
contienen uno 0 mas electrones desapareados en su orbital atbmico exterior o
molecular y son capaces de una existencia independiente. Existen las especies
reactivas de oxigeno (ROS), hidroxilo (OH-), peroxilo (RO: -), hidroperoxilo (HO»-
), alcoxilo (RO-), peroxilo (ROO-), 6xido nitrico (NO-), didxido de nitrdgeno (NO- -
) y el lipido peroxilo (LOO-), y no radicales como el peroxido de hidrégeno (H20-),
el &cido hipocloroso (HOCI), el ozono (O3), el oxigeno singlete (1Ag), peroxinitrato
(ONOO-), acido nitroso (HNOy), trioxido de dinitrégeno (N20s), peroxido de lipido

(LOOH). Los llamados no radicales también actian como oxidantes y son capaces
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de conducir reacciones de radicales libres en los organismos vivos con facilidad.
Los radicales que se derivan del oxigeno se caracterizan como la clase mas

importante de las especies de radicales generados en los sistemas vivos 3,
e Radiaciones UV, rayos X, rayos gamma y la radiacién de microondas.
e Reacciones catalizadas por metales.

o Radicales libres de oxigeno en la atmésfera considerados como

contaminantes.

¢ La inflamacién estimula a los neutrdfilos y los macrofagos para producir ROS y
RNS.

¢ Los neutrdfilos estimulados por la exposicién a microbios.

e En las reacciones de transporte de electrones mitocondriales, los radicales
libres de oxigeno son producidos como producto.

e ROS se forma a partir de varias fuentes como el citocromo oxidasa

mitocondrial, la xantina oxidasa, neutréfilos y por la peroxidacion lipidica.

e ROS generados por el metabolismo del &cido araquidénico, plaquetas,

macrofagos y células musculares lisas.
¢ La interaccion con los productos quimicos, humo, fumar cigarrillos.
2.3.5. Sistema de proteccién antioxidante endégeno

Aproximadamente el 5% o mas del oxigeno inhalado (O2) se convierten en
especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como el O, H,02 y OH por reduccién
univalente de O,. Los antioxidantes pueden actuar por barrido de especies
reactivas de oxigeno (SOD eliminacion de O73), mediante la inhibicién de su
formacioén (por ejemplo, mediante el bloqueo de la activacion de los fagocitos),
mediante la union de iones de metales de transicion y prevencion de la formacién
de OH y/o descomposicién de lipoperéxidos, mediante la reparacion de los dafios
(por ejemplo, el a-tocoferol en la reparacion de radicales peroxilo y culminacién de
la reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica) o por cualquier combinaciéon de

las anteriores .

Los antioxidantes enddgenos se clasifican en primarios, secundarios y terciarios,
en dependencia de su funcion. En el primer grupo, se encuentran los enzimaticos,

entre los que se encuentran el superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa
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(GPX) y proteinas de union a metales (GR). En el segundo grupo de antioxidantes
estan antioxidantes hidrofilicos como la vitamina C, (ascorbato), &cido urico,
bilirrubina y albimina. Los antioxidantes lipofilicos son la vitamina E (alfatocoferol),

carotenoides y las ubiquinonas “°.
2.4. Actividad antioxidante

Los adelantos cientificos y especificamente en la medicina son realmente
sorprendentes, tanto en el conocimiento de las enfermedades, su tratamiento, asi
como sus complicaciones, no obstante, quedan aun muchas dudas que aclarar
con respecto al origen de estas. En los ultimos 30 afios viene desarrollandose
cada dia un interés mayor por los problemas relacionados con el estrés oxidativo,
los radicales libres, las especies reactivas del oxigeno y los antioxidantes, todo
esto dado por la importancia que poseen en la bioquimica, la biologia y la
medicina. Las ciencias médicas estan dando un paso de avance significativo en
el conocimiento de muy variadas enfermedades, en su fisiopatologia, su

tratamiento y mas importante aldn en su prevencion 42,
2.4.1. Dafio oxidativo

De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma estable (O.), con los
electrones que forman el enlace (p), antienlazante con el mismo espin, es decir,
en lo que se conoce como estado triplete, asi el oxigeno es poco reactivo con una
velocidad de reaccién a temperatura fisiolégica; sin embargo por reacciones
puramente quimicas, por acciones enzimaticas o por efecto de las radiaciones
ionizantes, se pueden producir una serie de especies quimicas o sustancias
prooxidantes (moléculas o radicales libres altamente reactivos) que son capaces
de dar lugar a mdultiples reacciones con otros compuestos presentes en el
organismo, que llega a producir dafio celular. Por lo anteriormente expuesto se
comprende que, si bien el oxigeno es imprescindible para el metabolismo y las

funciones del organismo y son efectos toxicos que posee??.

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a
diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados
de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o
por un incremento exagerado de la produccién de especies reactivas del oxigeno.
Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-funcion

en cualquier 6rgano, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto, se
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reconoce como mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia
primaria o la evolucién de un numero creciente de entidades y sindrome de interés
médico-social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos

eventos*.
2.4.2. Efecto nocivo de los radicales libre

El dafio celular producido por las especies reactivas del oxigeno ocurre sobre

diferentes macromoléculas:

a. Lipidos: Es aqui donde se producen el dafio que se conoce como peroxidacion
lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, ya que se
altera la permeabilidad de la membrana celular produciéndose edema y muerte
celular. La peroxiddacion lipidica o enranciamiento oxidativo representa una forma
de dafio histico que puede ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singlete,
el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Los acidos grasos insaturados son
componentes esenciales de las membranas celulares, por lo que se cree son
importantes para su funcionamiento normal, sin embargo, son vulnerables al

ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno®.
Los factores que influyen en la magnitud de la peroxidacion lipidica son:
e La naturaleza cualitativa y cuantitativa del agente iniciador.

e Los contenidos de la membrana en &cidos grasos poliinsaturados y su

accesibilidad.
e Latension de oxigeno.
e La presencia de hierro.
¢ El contenido celular de antioxidantes (betacarotenos, alfatocoferoles, glutation)

e La activacion de enzimas que pueden hacer terminar la cadena de reaccion

como es el caso del glutation peroxidasa (GSH-Prx).

Una vez que se inicia, el proceso toma forma de “cascada”, con produccion de
radicales libres que lleva a la formacion de perdxidos organicos y otros productos,
a partir de los acidos grasos insaturados; una vez formados, estos radicales libres

son los responsables de los efectos citotdxicos.
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b. Proteinas: Hay oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina; ademéas se forman entrecruzamientos de cadena

peptidicas, y por ultimo hay formacion de grupos carbonilos.
c. Acido desoxirribonucleico (ADN)

Ocurren fendmenos de mutaciones y carcinogénesis, hay pérdida de expresion o
sintesis de una proteina por dafio a un gen especifico, modificaciones oxidativas
de las bases, delecciones, fragmentaciones, interacciones estables ADN-
proteinas, reordenamientos cromosdmicos y desmetilaciones de citosina ADN que
activan genes. El dafio se puede realizar por la alteracion, inactivacién o pérdida

de algunos genes supresores de tumores que pueden ser modificaciones
2.4.3. Sistema de defensa antioxidante

El sistema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de sustancias
que, al estar presentes en concentraciones bajas con respecto al sustrato
oxidable, retrasan o previenen significativamente la oxidacién de este. Como
sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas organicas o
inorganicas que se encuentran en las células vivas, como proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y las moléculas de ADN. Los antioxidantes impiden que otras
moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar e interactuar mas rapido con los
radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que con el resto
de las moléculas presentes, en un determinado microambiente, membrana
plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular. La accién del antioxidante es de
sacrificio de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas,
lipidos, proteinas, ADN, etc. funcionalmente vitales 0 més importantes. Su accién

la realizan tanto en medios hidrofilicos como hidrofébicos*3.

Actiian como eliminadoras (scavengers), con el objetivo de mantener el equilibrio
prooxidante/antioxidantes a favor de estos Ultimos. Los antioxidantes exdégenos
actlian como moléculas suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical libre,
por lo que la reposicion de ellos debe ser continua, mediante la ingestion de los

nutrientes que los contiene.
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Tabla 1. Clasificacion de los antioxidantes segun el sitio donde ejercen su accién %,

Intracelular Membrana Extracelular
Superoxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas
DT-deafarasa Albuminas
GSH Haptoglobinas
Proteina que ligan metales Vitamina C
Sistemas proteoliticos Acido drico
Vitamina C Vitamina E

2.4.4. Caracteristicas de las enzimas antioxidantes
2.4.4.1. Catalasa (CAT)

Tiene una amplia distribucion en el organismo humano, alta concentracion en
higado y rifién, baja concentracién en tejido conectivo y epitelios, practicamente
nula en tejido nervioso y se localiza a nivel celular: mitocondrias, peroxisomas,
citosol (eritrocitos); presenta dos funciones fundamentales: catalitica y
peroxidativa y forma parte del sistema antioxidante CAT/SOD que actian en
presencia de altas concentraciones de peréxido de hidrogeno*.

2.4.4.2. Glutatiéon peroxidasa (GPx)

Es una enzima selenio dependiente, cataliza la reduccion de perdoxido de
hidrogeno a lipoperéxido (L-OOH), usa como agente reductor el glutatién reducido
(GSH) y se localiza en: citosol (eritrocitos), lisosomas (neutréfilos, macréfagos y
otras células del sistema inmunoldgico). Existen tres formas de GPx: GPx-c o
forma célula, tiene mayor afinidad por el peréxido de hidrogeno que por el
lipoperdxido de hidrogeno que por el lipoperéxido; GPx-p o forma extracelular,
presenta afinidad semejante para ambos sustratos; GPx-PH, tiene afinidad
especifica para los lipoperéxidos. Las formas GPx-c y GPx-p no son capaces de

utilizar los lipoperéxidos*®.
2.4.4.3. Peroxido dismutasa

Su atribucién es amplia en el organismo, esta formada por un grupo de enzimas
metaloides: Cu-SOD y Zn-SOD, contienen cobre y cinc en su sitio activo y se
encuentran en el citosol y en el espacio inter-membranoso mitocondrial; Mn-SOD:
contiene manganeso y se localiza en la matriz mitocondrial; FE-SOD: contiene

hierro y se localiza en el espacio periplasmético de la E. coli. estas enzimas
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dismutan el oxigeno para formar peroxido de hidrégeno y su principal funcion es

la proteccion contra el aniéon superéxido®.

Tabla 2. Clasificacion de los antioxidantes, segln origen“s.

Origen Accion
Exdégenos Vitamina E Neutralizan el oxigeno
singlete

Capturan radicales
libres de hidroxilo
Capturan Oz
Neutralizan peréxidos
Vitamina C Neutralizan el oxigeno
singlete
Capturan radicales
libres de hidroxilo
Capturan Oz
Regeneran la forma
oxidativa de la forma

vitamina E
Betacarotenos Neutraliza el oxigeno
singlete
Flavonoides, licopenos
Endbégenos Enzimaticos Superoéxido Funcionan como
dismutasa (SOD) cofactor
Catalasa
Glutation peroxidasa
(GPx)
No enziméticos Glutation Barreras fisiolGgicas

que enfrenta el
oxigeno a su paso
desde el aire hasta las
células.
Transportadores  de
metales (transferrina y
ceruloplasmina)

2.5. Efecto antioxidante de los fenoles

Los fenoles son compuestos quimicos que se encuentran ampliamente
distribuidos en las frutas y vegetales. Originan una de las clases mas importantes
de metabolitos secundarios en las plantas, en su mayoria derivados de la
fenilalanina y en menor cantidad de la tirosina. Estos compuestos constituyen un
amplio grupo de sustancias, presentes en las plantas con diferentes estructuras.

Existen mas 8000 compuestos fendlicos identificados.

Los compuestos fendlicos estan relacionados con la cantidad sensorial de los
alimentos de origen vegetal, frescos y procesados. Actualmente este grupo de
compuestos fitoquimicos es de gran interés nutricional por su contribucion al

mantenimiento de la salud humana. Ademas, los compuestos fendlicos intervienen

20



como antioxidantes naturales en los alimentos, por lo que la obtencion y
preparacion de productos con un alto contenido de estos compuestos supone una
reduccion en la utilizacién de aditivos antioxidantes, pudiendo incluso englobarlos
dentro de los llamados alimentos funcionales. Desde un punto de vista nutricional,
esta actividad antioxidante se asocia con su papel protector en las enfermedades
cardiovasculares y el cancer. El comportamiento antioxidante de los compuestos
fendlicos parece estar relacionado con su capacidad para quelar metales, ya sea

manteniendo o incrementando su actividad catalitica o reduciéndolos**.
2.6. Evaluacion de la actividad antioxidante por el método DPPH.

El método de radical DPPH estable, es un método ampliamente utilizado,
relativamente rapido, mas aceptado y preciso para la evaluacién de la actividad
de barrido de radicales libres del extracto de plantas. 1, 1-difenil-2-picril hidroxilo
(DPPH) es un radical libre inestable y acepta un electr6n o hidrégeno para
convertirse en una molécula estable. Un antioxidante en la interaccién con DPPH,
transfiere un electron o un atomo de hidrégeno al DPPH y neutralizar asi su
caracter de radical libre. El grado de decoloracién de DPPH indica la actividad de
barrido del extracto de la planta. La capacidad de reduccion del radical DPPH se
determina por la disminucién de su absorbancia a 517 nm. La disminucion de la
absorbancia del radical DPPH causada por el antioxidante debido a la reaccién
entre el antioxidante y el progreso radical que da lugar a la eliminacién del radical
por la donacién del hidrégeno. Se nota visualmente como un cambio en el color
de puarpura a amarillo. El radical liore DPPH con un electrén impar da una
absorcion maxima a 517 nm (color purpura). Cuando un antioxidante reacciona
con DPPH, que es un radical libre inestable, se empareja en presencia de un
donador de hidrégeno y se reduce a la DPPH y como consecuencia, la
absorbancia a 517 nm disminuye desde el DPPH a la forma DPPH-H; por ende,
da lugar a una decoloracién (color amarillo) con respecto al nimero de electrones
capturados. Mas es la decoloracion, mas es la capacidad de reducciéon. Esta
prueba ha sido el modelo mas aceptado para evaluar la actividad de barrido de
radicales libres de un extracto. Por tanto, DPPH se utiliza normalmente como

sustancia para evaluar la actividad antioxidante 5.
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Figura 3. Reduccion del DPPH tras la adicion de un ion hidrogeno*®

2.7 Evaluacién de la actividad antioxidante por el método ABTS

Este método fue reportado inicialmente por Miller y colaboradores, y se

fundamenta en la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical cation

coloreado ABTSe+, el cual es formado previamente por la oxidacién del ABTS

(2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico)) por metamioglobina y

peréxido de hidrégeno. Los resultados son expresados como equivalentes de

Trolox o TEAC (por su nombre en inglés, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
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2.7. Evaluacion de la actividad antioxidante por el método FRAP

CRHF (Capacidad para Reducir el Hierro Férrico), conocido en inglés cémo FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) EI método CRHF fue desarrollado
originalmente por Benzie y Strain para medir el poder reductor del plasma; sin
embargo, posteriormente fue adaptado para medir actividad antioxidante de
productos fitoterapéuticos y nutracéuticos. Como se muestra en la figura 8, la
reaccion mide la reduccion de 2,4,6-Tripiridiltriazina Férrica (TPTZ) a un producto
coloreado y detecta compuestos con potenciales redox < 0.7 V. Se cree que el
poder reductor esta correlacionado con el grado de hidroxilacién y conjugacion en
polifenoles; sin embargo, CRHF no puede detectar compuestos que actlan por
mecanismo TAH, subestimando el potencial antioxidante de mezclas que

contengan, por ejemplo, tioles 4’

[j\N( /\N((j
Fe("l) .+ antioxidant F U
N N )
N \N )\N P

CMO QMQ

[Fe(i) (TPT2) 51" [Fe(l) (TPT2) ,]? ab. 593 nm

Figura 5: Fundamento del método FRAP mostrando la reduccion de 2,4,6Tripidril-Triazina
Férrica (TPTZ)*.
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién

El presente trabajo de investigacion se ejecuté en los laboratorios de toxicologia
de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias
de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

3.2. Tipo de investigacién
Basica-Experimental, la investigacién consta de dos variables:

Variable independiente: concentraciones de la crema, elaborada a base del

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia chilca.

variable dependiente: En la que se determina la cantidad de actividad

antioxidante en una muestra.
3.3. Definicion de la poblacién y muestra
a. Poblacion

las Hojas en estado de floracion de Baccharis salicifolia “chilca” que crecen

en el distrito de Quinua, provincia de Huamanga, Region Ayacucho.
b. Muestra

500 g de hojas de Baccharis salicifolia “chilca”
3.4. Obtencion del extracto hidroalcoholico

500 g de hojas secas de Baccharis salicifolia “chilca” fueron molidas en un mortero
de porcelana y luego es extraidos por maceracion durante siete dias con etanol
de 80°. Se filtr6 con papel Whatman N°40 y la solucién hidroalcohdlica se
concentrd a presion y temperatura reducida en un rotavapor y finalmente hasta

sequedad en una estufa a una temperatura no mayor de 50°C.
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3.5. Identificacién fotoquimica

Se realiz6 la identificacion de los principales metabolitos secundarios presente en

el extracto hidroalcohélico segun Miranda>’.

Tabla 3. Tamizaje fitoquimicos segin Miranda.

Prueba Puntuacion Observaciones

Alcaloides Drangendorf En una reaccién positiva existira formacion
de un precipitado naranja

Flavonoides Shinoda Si es positivo, mostrara una coloracion
amarilla, naranja, carmelita o rojo.

Saponina Espuma Formacion de espuma, evidencia a las
saponinas

Azlcares Benedict Si es positivo, evidenciara una coloracion

Aminas (aminoacido) Ninhidrina

Cardendlidos Kedde

naranja

Evidencia una coloracién azul violaceos si
la reaccién es positiva

La reacciébn positiva evidencia una
coloracion violacea

3.6 Elaboracién de la crema

Tabla 4. Férmula para la elaboracion de la crema del extracto hidroalcohdlico

atomizado de las hojas de Baccharis salicifolia °.

FORMULAS (G)

Concentracion

1% 2% 4%
Extracto hidroalchélico de las hojas de Baccharis
salicifolia “chilca” 0,3
Extracto hidroalchélico de las hojas de Baccharis
salicifolia “chilca” 0,6
Extracto hidroalchélico de las hojas de Baccharis
salicifolia “chilca” 1,2
Vaselina solida 50 50 50
Alcohol cetilico 3,0 3,0 3,0
Propillenglicol 2,0 2,0 2,0
Lauril sulfato sédico 0,5 0,5 0,5

Metilparabeno

Propilparabeno
Agua purificada csp.

0,0076  0,0076 0,0076

0,0046  0,0046 0,0046
30,00 30,00 30,00
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3.6.1 Procedimiento de la crema

a. Formacion de la fase oleosa: se colocé en un recipiente de acero inoxidable
provista de bafio maria, vaselina sélida, alcohol cetilico, y propilenglicol), se fundié
a 70°C bajo agitacion moderada. Manteniendo la agitacion hasta lograr una

perfecta incorporacion y homogenizacion manteniendo la temperatura a 70 °C.

b. Formacién de la fase acuosa: en un recipiente adecuado de acero inoxidable
provisto de bafio maria se cargé agua purificada y se calenté a 70 - 75°C, luego
se agrego6 metilparabeno y propilparabeno, se agitdé hasta disolucién completa, se
agregd bajo la agitacion moderada el extracto de Baccharis salicifolia “chilca”,

disuelto en lauril sulfato de sodio hasta disolucién completa “8.

c. Formacion de la emulsion final: una vez que los ingredientes estén totalmente
disueltos en sus respectivas fases y manteniendo las correspondientes
temperaturas se incorpor6 lentamente bajo agitacion moderada la fase acuosa
sobre la base oleosa, evitando la formacion de burbujas, hasta lograr una emulsiéon
completa. Se apago las fuentes de calor y se deja que la temperatura descienda
normalmente en una hora mientras se continué agitando constantemente. La
emulsién formada se caracterizara por su consistencia. Se verifico el pH (entre 5,0
a 7,5). Si fuera necesario se ajusta el pH con hidroxido de sodio 1N o con acido
clorhidrico 1N con agitacién moderada se verifico el peso final del lote, se deja en
reposo hasta su enfriamiento en un ambiente aséptico. Una vez verificado sus
controles y ensayos, se envasO en un ambiente aséptico en sus envases

respectivos y previamente sanitisados.
3.6.2. Determinacion de las caracteristicas organolépticas

a. Color. Se pes6 un gramo de muestra sobre una luna de reloj y se colocé sobre

un fondo blanco determinando el tipo de color.

b. Olor. Se cogié6 aproximadamente 0,5 g de muestra con el dedo indice de la
mano derecha y se extiende en el dorso de la mano izquierda con ligera presion,

determinando el tipo de olor “8.

c. Aspecto: Se tomé una cantidad suficiente de la muestra y se colocé en una

luna de reloj, luego de observar se determiné el aspecto de la muestra
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3.6.3. Determinaciones de las caracteristicas fisicoquimicos
a. Determinacion del indice de extensibilidad.

Se utilizé dos placas de cristal de 10x10 cm, se coloca una cantidad de muestra
de la crema, la extensibilidad se mide en mm? (Area = 1 (d/2)?) frente a los pesos
empleados®®.

b. Determinacion de pH. Para realizar la determinacion de pH de la crema se
empled tira reactiva de pH, en escala de 0 a 6 pH &cido, 7 pH neutro y de 8 a 14
basico, se medi6 el pH sumergiendo a la tira reactiva en la muestra a evaluar

después de 2 minutos cuando el color de la tira haya cambiado 2.

c. Determinacion de solubilidad. Se determiné la solubilidad de la crema se
pes6 un gramo de la muestra y se transvasé en un tubo de ensayo, el cual se
adicion6 1 mL de disolvente (agua, alcohol y metanol), se agité y observé en caso
de no disolver aumentar el disolvente al 10 mL sucesivamente para 30 mL 100mL

y mas de 10 L.

d. Consistencia aparente. Se pes6 4 g gramos de la muestra en un pequefo
vaso de precipitado y se agité con una varilla de vidrio para determinar si la
emulsion sufre alta, moderada o ninguna resistencia. Esto se realizé para
determinar si se trata de una emulsion liquida, semiliquida, cremosa o altamente

cremosa.

e. Evanescencia, poder refrescante. Se colocé un gramo de muestra en el dorso
de la mano y se observa si la crema se evapora rapidamente o se mantiene en la

mano.

f. Homogeneidad. Se realiz6 una extension de la muestra sobre un portaobjeto
y se sita encima de una superficie negra, luego se procede a visualizar con una

lupa.

3.7. Ensayo de actividad antioxidante

3.7.1. Evaluacién de la actividad antioxidante de la crema (Método DPPH)
Fundamento del método

Se emple6 el método de Brand-Williams con algunas modificaciones. Se evallio
la capacidad de las muestras para atrapar el radical DPPH*. Se basa en
decoloracion de radical libre DPPH Por medio de la disminucion en la absorbancia

leida. Luego de 30 min de la reaccién a una longitud de onda de 517 nm.
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En primer lugar, preparo, solucién stock de DPPH 0,012 mg/L en una fiola cubierto
con papel de aluminio, se aforé a 50 mL con metanol, en un rango de absorbancia
de 1,1+0,02 a 517 nm, se prepar60 una curva de calibracion a diferentes
concentraciones 1,0; 5,0; 20,0; 40,0; 60,0 y 80,0 pg/mL utilizando trolox como

patron de cuantificacion.
Preparacion de la muestra

Las cremas formuladas al 1%, 2% y 4% se pes6 1,0 gramo de cada uno de ellas
en un vaso precipitado y se aford a 25 ml con metanol, se preparé las diluciones
para obtener las diluciones de 25, 50 y 100 200 pg/mL una vez preparada las
diluciones se tomd4 100 pl de las muestras al cual se le adicion6 2,900 uL de la
solucion de DPPH 0,1 mM, se homogenizd y dejo en reposo durante 30 minutos
a temperatura ambiente bajo la oscuridad, se mide la absorbancia a 517 nm en un

espectrofotébmetro UV-Vis. Todo el andlisis se realizé por triplicado (n=3).
El porcentaje de inhibicién o porcentaje de decoloracion fue calculado como:

A—-B
( 7 )x100

% Inhibicién del DPPH =

Donde:
A: Lectura de la absorbancia del DPPH
B: Lectura de la absorbancia de la muestra después de 30 minutos.

La concentracion requerida para el 50% de inhibicién del radical libre DPPH (IC)
se calcula mediante la ecuacion de la grafica de concentracion del producto y
trolox vs % inhibicion. El blanco serd DPPH en metanol 0,1mM. Como control
positivo se prepard una curva patron de trolox a las mismas condiciones de
analisis de la crema, para comparar las IC. Los resultados se expresaron en pmol

de Trolox/g de muestra. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

3.7.2. Evaluacioén de la actividad antioxidante de la crema (método ABTS")

Se sigui6 el procedimiento propuesto por Inocente et al.*¢, con algunas variantes.
curva de calibracion solucién stock del &cido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfato) ABTS, se pes6 0,0475 mg disuelto en 10 mL de agua destilada lo cual se
diluy6 en agua destilada. Solucion de K»S,0s peso6 2,50 mM con agua destilada
a temperatura ambiente (25 °C) la mezcla se coloc6 en una fiola y en oscuridad
durante 16 horas a temperatura ambiente, hasta lograr la estabilidad del reactivo.

Posteriormente, se tomé 0,5 uL de la solucién madre de ABTS utilizando Trolox
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como patron, se ajusta hasta obtener una absorbancia de 0,70 + 0,02. Después
de que la solucion de ABTS alcance la absorbancia requerida, se toma 0,2ul de la
solucién patrén de trolox y se le adicioné 2,800 pL de la solucion catidnica de
ABTS.

Preparacion de la muestra

Las cremas formuladas al 1%, 2% y 4% se pesO 1 gramo de cada uno de ellas
en un vaso precipitado y se aforé a 25 ml con metanol, una vez preparada las
diluciones de 25, 50, 100 y 200 pug/mL, se tomé 100 pl de diluciones de la crema
en un tubo, se le adicion6 2,900 pL de una solucion de ABTS y se agité por un
minuto hasta homogenizar y se midié la absorbancia después de siete minutos a
734nm en un espectrofotdmetro UV-Vis. Todo el andlisis se realizé por triplicado
(n=3).

Se emplea las siguientes ecuaciones para obtener el % de inhibicion.

A2 — A3

%Inhibicion de ABTS = (1 1

)x100

Donde:

Al: Absorbancia del ABTS en metanol

A2: Absorbancia de la muestra a los 7 minutos
A3: Absorbancia del blanco de muestra.

La concentracion requerida para el 50% de inhibicién del radical libre ABTS (IC)
se calculé mediante la ecuacion de la grafica de concentracion del extracto y trolox
vs % de inhibicion. El blanco sera ABTS en metanol 0,1 mM, Como control positivo
se prepard una curva patrén de trolox a las mismas condiciones de andlisis de la
crema, para comparar las IC. Los resultados se expresan en mM de Trolox/g de

muestra.
3.7.3 Evaluacion de la actividad antioxidante de la crema (método FRAP)

Se sigui6 el procedimiento propuesto por Benzie*’. con algunas variantes. El
poder de reduccion de extractos de plantas se midi6 de acuerdo con el
procedimiento descrito por Benzie y Strain*’. El método se basa en la reduccion
del complejo Fe*™® - TPTZ (2, 4,6-tripiridil-s-triazina) (reactivo FRAP) a (Fe*?) dando
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lugar a la aparicion de un color azul la solucion con una absorcion maxima

observado a 593 nm. Brevemente, se preparo el reactivo FRAP.

e Se preparo buffer acido acético de sodio 0,3 mM pH (3,6) y solucién de acido
clorhidrico 40 mM se diluyé 1,55 pl en 100 ml de agua destilada.

e Solucion de TPTZ 10 mM se peso 0,0156g de reactivo de TPTZ y se disolvié
en un matraz con Hcl a 40 mM,

e Lasolucién de FeCls- H,0 peso 0,275 mg y se aforé con 10 mL de metanol

se prepar6 la curva de calibracién con Trolox como patrdén a concentraciones de

0,5; 1, 2; 4; 6; y 8 aforando con el metanol siguiendo el procedimiento mezclar con

25 mL de tampon acetato 300 mM (pH 3,6), 2,5 mL de soluciéon TPTZ 10 mM en

HCI 40 mM y 2.5 mL de FeCl; 20 mM.

Preparacion de la Muestra

Las cremas elaborada al 1%, 2% y 4% se tomé 1 g de cada uno de las cremas,
se aford a 25 ml con metanol, una vez preparada las diluciones de 25, 50, 100 y
200 pL, se tomo 100 pL de las diluciones de la crema, se adicioné 2,900 pL de
una solucién de FRAP se agit6 hasta homogenizar después de mantener a
temperatura ambiente durante 30 minutos, la absorbancia se midié a 593 nm
usando el espectrofotometro el valor de FRAP se expresdé en pmol de forma
ferrosa (Fe*?) por gramo de crema (umol Fe*?/g crema) Los datos se presentan
como media + de tres replicas Prueba TEAC (capacidad antioxidante equivalente
de Trolox)*".

A2 — A3

% Inhibicion de FRAP = (1 ~ 7

)x100

Donde:

Ai1: Absorbancia del FRAP en metanol

Az: Absorbancia de la muestra a los 7 minutos
As: Absorbancia del blanco de muestra.

La concentracion requerida para el 50% de inhibicion del radical libre FRAP (IC)
se calcular4d mediante la ecuacion de la grafica de concentracion del extracto y
trolox vs % de inhibicién. El blanco serd FRAP en metanol 0,1mm. Como control
positivo se prepara una curva patrén de trolox a las mismas condiciones de
andlisis de la crema, para comparar las IC. Los resultados se expresan en TEAC

de Trolox/g de muestra. La curva de calibracién se realizara con el antioxidante
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estandar Trolox a una concentracion de 500, 400, 200, 100 y 50 pg/mL con el
mismo procedimiento que las muestras, los valores se expresaron en equivalentes

de Trolox por gramos de extractos las mediciones seran por triplicados.
a. Disefo experimental

El disefio planteado, es un disefio con pos prueba Gnicamente y grupo de control*°.
50 El disefio incluye dos grupos, uno recibio el tratamiento experimental y el otro
no (grupo de control) la manipulacion de la variable independiente alcanza solo
dos niveles: presencia 0 ausencia. En el estudio se incluyeron 3 concentraciones
de crema, elaboradas a partir del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Bacharis
salicifolia “chilca” (1%, 2% y 4%) las cuales se preparan para la lectura en el
espectrofotdbmetro las concentraciones de: 25. 50, 100 y 200 pg/ml y asi evaluar
la concentracién a la cual se obtiene un mejor porcentaje de inhibicién del radical
DPPH, ABTS, FRAP.

Se hizo 3 repeticiones para cada ensayo y se us6 como compuesto de referencia
o estandar a Trolox, se realizé las comparaciones entre las pos pruebas de ambos
grupos (01 y 0O2) el cual nos indica si hubo o no efecto de la manipulacién. Si
ambas difieren significativamente (O1#02) esto nos indica que el tratamiento
experimental tuvo un efecto a considerar. Por lo tanto, se acepta la hipétesis de
diferencia de medias entre los grupos. Si no hay diferencias (01=02) ello indica
que no hubo un efecto significativo del tratamiento experimental (X). En este caso

se acepta la hipétesis nula.

RG: Radical libre DPPH

[X]: Extracto hidroalcohdlico

O: porcentaje de inhibicién del radical DPPH, ABTS y FRAP.
b. Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron procesados en un base de datos y organizados en una
matriz para calcular la media, la desviacion estdndar, y graficados en forma de
graficos, histogramas y barras. La diferencia significativa existente entre los
tratamientos sera evaluada mediante analisis de varianza (ANOVA) con una
confianza del 95% y pruebas pos hoc HSD-Tukey, para cuyo efecto se recurrird al

uso del programa SPSS version 22.0
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IV. RESULTADOS
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Tabla 5. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcoholico de las

hojas de Baccharis salicifolia “chilca”; Ayacucho-2018.

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Fenoles FeCls ++++ Coloracion verde-oscuro.
Flavonoides Shinoda ++ Coloracion amarillo
naranja carmelita
Lactonas y/0 Acido picrico + ++ Formacion de coloracion
Cumarinas NaOH 10% roja
Catequinas Na,CO3 + UV ++ Coloracion verde carmelita
aluz UV.
Saponinas Espuma ++ Formacion de espuma
Azlcares Benedict ++ Coloracién pardo-
reductores verduzca
LEYENDA:
(++) : Moderada
(+++) : Abundante/Intensa

(++++)  : Muy abundante/muy intensa
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Tabla 6. Caracteristica organoléptica, fisica y quimica de las diferentes
concentraciones de crema elaboradas a base del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Baccharis Salicifolia “chilca”. Ayacucho 2018.

Parametros Formula 1% Formula 2% Formula 4%
Color Verde palido Verde limén Verde intenso
Olor Astringente Astringente Astringente
Aspecto Resinoso Resinoso Resinoso
Extensibilidad 6.9272 mm?2 8.2452 mm?2 9.04778 mm?2
(mm?)
PH 6.5 6.4 6.6
Agua poco soluble poco soluble poco soluble
Solubilidad Soluble Soluble Soluble
Alcohol Soluble Soluble Soluble
Metanol
Consistencia Altamente altamente Altamente
cremosa cremosa cremosa
Evanescencia Se mantiene Se mantiene Se mantiene
Homogeneidad Poco homogéneo Poco Poco
homogéneo homogéneo
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Figura 6. Actividad Equivalente Trolox (TEAC) de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” por el método
DPPH. Ayacucho 2018.
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Figura 7. Actividad Equivalente Trolox (TEAC) de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” por el método
ABTS. Ayacucho 2018.
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Figura 8. Actividad Equivalente Trolox (TEAC) de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” por el método
FRAP. Ayacucho 2018.
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Figura 9. Concentracion de crema elaborada a base del extracto hidroalcohélico
de Baccharis salicifolia “chilca” que inhibe el 50% de radical DPPH (ICsp).
Ayacucho 2018.
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Figura 10. Concentracion de crema elaborada a base del extracto hidroalcohdlico
de Baccharis salicifolia “chilca” que inhibe el 50% de radical ABTS (ICso).
Ayacucho 2018.
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Figura 11. Concentracion de crema elaborada a base del extracto hidroalcohélico

de Baccharis salicifolia “chilca” que inhibe el 50% de radical FRAP (ICsp).

Ayacucho 2018.
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V. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion se busca realizar una formulaciéon de una
crema a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia

“chilca” a concentraciones de 1%, 2% y 4% que contenga actividad antioxidante.

En la Tabla 5, siguié el procedimiento basado por Miranda. %! se observé los
resultados de ensayos de metabolitos secundarios cualitativamente, evidenciando
con cada uno de los reactivos para las pruebas, con cloruro férrico se observé una
coloracién de verde oscuro identificando la presencia de grupos fendlicos que
garantiza la actividad antioxidante, y azucares dando una coloracion verduzca y a
menor proporcion como flavonoides, lactonas, cumarinas, catequinas, Yy

saponinas.

Figueroa y Ruiz®. reportaron en su investigacion de especie Baccharis
genistelloides cualitativamente la presencia de flavonoides mediante una reaccion

de shinoda dando una coloracion rojiza.

Alvarado.®?, reporté en una investigacion sobre la especie Baccharis tricuneata
(L.f.) pers. “taya”, usada en la medicina tradicional, para identificar flavonoides en
el extracto purificado de Baccharis Tricuneata (L.f.) Pers. “taya” mostrando mayor
presencia de fenoles y flavonoides en el extracto de acetato de etilo respecto a su
gran poder de estabilizar de los radicales libres y antioxidantes. Figueroay Ruiz.%,
reportaron los resultados de flavonoides totales en Baccharis genistelloides
determinandose que la capacidad antioxidante es directamente proporcional a la
concentracion de flavonoides que Baccharis genistelloides contiene flavonoides

con actividad antioxidante proporcional a su concentracion.

Podemos afirmar los resultados obtenidos del extracto de baccharis salicifolia
chilca se observé fenoles en mayor proporcién con respecto a otros compuestos

a menor cantidad como flavonoides, lactonas y cumarinas. Antraquinonas y La

43



presencia de fenoles nos garantiza la actividad antioxidante de la especie de
Baccharis salicifolia.

En la Tabla 6, se observan las caracteristicas organolépticas fisicoquimico de la
crema, la crema presenta un color de verde palido, olor aromatico, un sabor
amargo, aspecto resinoso, soluble en metanol, soluble en alcohol y poca soluble
en agua, una extensibilidad de la crema al 2% fue con mayor extensibilidad (,
9,0477 cm?) al 4% seguido la crema al 2% (8.2452 cm?) finalmente la de 1%
(6,9272 cm?), y un promedio de pH 6,5 con una consistencia altamente cremosa
y poca homogeneidad. Quispe.*, reportd las caracteristicas fisicoquimicas del
extracto atomizado de las hojas de Calceolaria rupetris Molau” romero”,
evidenciado ciertos parametros, como las caracteristicas fisicoquimico,
solubilidad, pH, humedad, y cenizas totales. se puede resaltar que el pH de las
cremas formuladas se encuentra entre un promedio de 6,60 que se aproxima al
rango de pH especificado 4.5 a 5.9 ligeramente basico, si se observa los
resultados al mismo tiempo se puede concluir que se trata de una emulsién O/W,
es decir de fase externa acuoso este resultado se puede contrastarse obtenidos
para la crema elaborada a base del extracto hidroalcohdlico de Baccharis
Salicifolia “chilca”, se obtiene un pH promedio de 6,5 lo que hace suponer que se
acerca dentro de lo especificado, y con lo cual garantizaria una adecuada
administracion y evitaria algun tipo de reaccion adversa cutanea. Yambay.®°, nos
indica que el pH de la crema es acido, y esto favorece a la estabilidad de los
flavonoides presentes en la crema, también ayuda a establecer que tiene un pH

similar al de la piel por consiguiente presenta una favorable utilidad para la piel.

Brand-williams.*®, la técnica basada en la estabilidad del radical 1,1- difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) se atribuye a la deslocalizacion del electron desapareado,
también le otorga una coloracién violeta caracterizada por una banda de
absorcion, en solucibn metandlico, centrada alrededor de 517 nm. Cuando una
disolucion de DPPH entra en contacto con una sustancia que puede donar un
atomo de hidrégeno con otra especie radical (R.) se produce la forma reducida
DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida del color y por lo tanto la pérdida

de la absorbancia.

En la Figura 6, se observan los resultados de actividad antioxidantes de las tres
concentraciones de las cremas a base del extracto hidroalcohodlico de baccharis

salicifolia chilca a concentraciones de 1%, 2%y 4% en primer lugar se realizé una
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curva de calibracion con el estandar de: 0,00; 96,89; 193,78; 387,55; 581,33;
775,10 pg/mL TEAC que en esta ocasion fue Trolox con una riqueza de 97% con
una coeficiente de correlacion de 0.9997, paralelamente se prepar6 la solucion
de DPPH 0.1 mMol, se le realizé un barrido espectral que resulté con la longitud
de onda maxima (Amax) de 517 nm, hallando asi por interpolacion los actividad
equivalente Trolox (TEAC) de las cremas elaboradas a base del extracto
hidroalcohdlicos de Baccharis Salicifolia “chilca”. se observo los resultados
obtenidos de la crema en las tres concentraciones la crema al 1% dando un
resultado de 0,363, al 2% 0,933 y para la crema al 4% 1,583, con mayor actividad
antioxidante. Los resultados son estadisticamente diferentes entre las tres

concentraciones de las cremas.

Omonte.*, reportd los resultados en porcentaje de actividad antioxidante a las
cremas a concentraciones de 0,5%; 1% y 2%, obteniendo resultados 99,7; 98,2
plg/mL y 84,8 plg/mL respectivamente la crema al 2% que tiene mayor cantidad
de antioxidante. Figueroa y Ruiz.%3, se determinaron la cuantificacién de
flavonoides totales en ella reportaron los resultados en porcentaje de
Radical libre 2,2- difenil-1-picrilhidracil (DPPH°®). De flavonoides totales de
0,64% + 0,0116, determinando que la capacidad antioxidante es directamente
proporcional a la concentracion de flavonoides. Aparcana.’®, nos report6 la
capacidad antioxidante del extracto etandlico a una concentracion 1,6 mg/mL en
rango 37,47 + 0,95 hasta 67,59 + 1,67 por el método decoloracién del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo DPPH.

En la nuestra especie de Baccharis salicifolia, la crema al 4% mostr6 mayor
actividad antioxidante debido a la presencia de fenoles y flavonoides, lo cual es
responsable de secuestramiento de radicales libres a comparacion con otros

estudios de formulaciones en las cremas.

En la Figura 9, se determiné la Inhibicion de 1Cso a menor concentracion inhibitoria
ICso Se encuentra mayor capacidad de antioxidante®. Los resultados obtenidos de
ICso para las cremas fue de 105,36 al 4%; 156,44 para la crema al 2% y finalmente
la crema al 1% de 169,35.

Baltonado.?, determind los siguientes resultados ICso en su formulacién de la
crema antioxidante al 0,25%, 0,5% y 1% obteniendo los resultados de la inhibicién
de 25,37 mg/mL, 20,05 mg/mL y 138,18mg/mL.
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Figueroa y Ruiz®, reportaron el ICsp de 0,00015 mg/mL en la especie de
Baccharis genistelloides demostrando conseguir una gran actividad

antiradicalaria.

Prada.®, reportd en los extractos de baccharis laticifolia obtenidos a partir de las
flores con un promedio de 1C50=30,27 pg/mL, indicando que se requiere una
concentracion del antioxidante baja para inhibir el 50% de la poblacién de radicales
libres respecto a los deméas 6rganos. Con valores intermedios, en los frutos con
un promedio de IC50= 57,77 ug/mL; mientras que los tallos y las hojas presentaron
la mas baja capacidad con un promedio de IC50= 103,90 y 181,26 pg/mL,

respectivamente.

En nuestro estudio el ICso de la crema al 4% obtuvo mayor porcentaje inhibitoria
con un resultado de 105,36 pug/mL  teniendo la capacidad de inhibir el 50 % de

radicales libres con respecto a las demas cremas.

En la Figura 7. Se observé los resultados de la actividad antioxidante de las tres
concentraciones de la crema elaborada a base del extracto hidroalcoholico de las
hojas de baccharis salicifolia chilca por el método de decoloraciéon del radical
acido 2,2,azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6sulfonico (ABTS) en primer lugar se
realizé la curva de calibraciébn como patrén utilizando trolox para el ensayo de
ABTS, a partir de ella se expres6 la actividad antioxidante de tres
concentraciones de la crema, obteniendo los resultados en Valores de actividad
equivalente de Trolox (TEAC) las cuales fueronla crema al 4% a 0,064 pumol/g
crema al 2% 0,042 pmol/g y la crema al 1% 0,031 pumol/g de la crema
respetivamente son estadisticamente diferentes. No existe referencia alguna de
estudio de actividad antioxidante en la crema con la especie de baccharis

salicifolia por el método de ABTS, pero si reportaron en otras especies.

Olaya. Report6 el contenido de fenoles y la capacidad antioxidantes en
variedades de guayaba obteniendo valores de radicales libres por el método
ABTS. El mayor valor obtenido de 24,51+ 0,83 pmol/g y seguido de 24,50 umol/g,
de los frutos maduras segun contrastes multiples de rango si existen diferencias
estadisticamente significativas, para la captacion de antioxidantes aumentando a
mayor contenido de fenoles®. Inocente y Tomas reportaron los valores en locién
y gel de la actividad antioxidante y fotoprotectora in vitro, obteniendo los resultados
para el (método ABTS) para la locién (FPS) de 10,897 + 0,298 umol/g para el gel,
y 13,401 £ 0,319 umol/g concluyendo que la locion y gel poseen propiedades
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antioxidantes y factor de proteccién solar *3. En nuestro caso la crema al 4% obtuvo
mayor porcentaje de capacidad antioxidante por el método de ABTS debido a la
presencia de fenoles y flavonoides con respecto a las demas cremas obtenidos.

En la figura 10, se observan los valores de ICso de la crema mediante el ensayo
de ABTS, obteniendo los resultados de la crema hizo mediante las diluciones de
50 pg/mL, 100,0 pg/mL, 200,0 pg/mL, obteniendo los resultados para la crema al
1% (160,42 pg/mL), al 2% (153,98 pg/mL) y al 4% 111,54 pg/mL respectivamente
la ICso, la crema al 4% posee mayor potencial inhibitoria de antioxidante a
comparacion con las demas cremas elaborados, estadisticamente Anova nos da
un resultados diferentes, pero a comparacién con prueba de Tukey nos da un

resultados estadisticamente la crema al 2% y 1% son iguales

Kanyanga R. et al*®®. Reportaron en Triclisia gilletii el valor de Clso obteniendo
un resultado de 11,44 + 0,4 pg/mL en las fracciones de Acetato de Etilo -1.4,

mostraron una buena actividad (21<ICso <24 pg/mL) por el método de ABTS.

Rodriguez y Andrade.%3, reportaron el ICso en el extracto de hojas de Bocconia
frutescens L. (Papaveraceae) en fraccion de acetato de etilo, Por el método
decoloracién del radical ABTSe+. Para el extracto, el porcentaje de captacion se
encontr6 entre 89.7 y 99.7 a 250 mg/L MeOH y para las fracciones entre de acetato
de 68.5 y 99.6 mg/L MeOH, obteniéndose mayor resultado ICso que en los
estandares, concluyendo que la actividad antioxidante es baja en relacion al acido

ascorbico y trolox.

Aparcana.'*, nos reporté el porcentaje de capacidad antioxidante por el método
ABTS a 1,4 mg/mL en el extracto etanélico seco 15,8 + 0,08 hasta 87,9 + 0,19 un

valor similar a otras investigaciones de la misma especie.

En la Figura 8, se observan los ensayos de FRAP basa en compuestos reduccion
fendlicos para reducir Fe** a Fe?* en presencia de 2,4,6-tripiridil-s-triazina, la
reduccién en un complejo coloreado®. En primer lugar, se hizo la curva de
calibracion con Trolox luego para expresar las concentraciones de la crema se
trabajo a diluciones de 50 pg/mL, 100 pg/mL y 200 pg/mL obteniendo un resultado
de la crema al 4% 0,016 plg/mL 2% 0,012 plg/mL y al 1% 0.007 plg/mL
respectivamente. Obteniendo un resultado mayor en la crema al 4% con un 0,016
plg/mL a otros ensayos de antioxidantes. se observo que existe una diferencia

entre las tres concentraciones de la crema.
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Prada.®, nos reportdé en su trabajo de andlisis metabdlico el resultado obtenido
mediante un el método FRAP de 0,84 plg/mL y 0,76 plg/mL para el andlisis
metabdlico en la especie de Baccharis laticifolia en hojas, tallos, frutos con
respecto mucho mayor a la crema de Baccharis salicifolia.

Olivera.5!, nos report6 los valores obtenidos para el método de FRAP de 0,0714
mmoles Fe-ll/g de fruto de Rubus cyri; 0,0963 mmoles Fe-ll/g de rubus georgicus,
0,0971 mmoles Fe-ll/g de rubus insularis y 0,0935 mmoles Fe-Il/g rubus ursinus.
Diferenciando valores entre hojas y frutos de rubus, de esta manera alcanzando
el mayor porcentaje de actividad antioxidante 0,0971 mmoles Fe-ll/g de rubus

insularis, similar a los valores obtenidos de la crema.

Gaviaria y Ochoa.®®, nos reportaron los valores de en AEAC de peroxidacion
lipidica de extracto de frutos de mortifio (Vaccinium meridionales SW) obteniendo
los valores 581+ 29 de AEAC todos estos resultados son comparables o
superiores a los Vaccinium reportados en otras investigaciones. En nuestro
estudio los resultados obtenidos poseen un valor de 0.016 a la crema al 4% inferior

a comparacion con otras investigaciones en especies diferentes.

En la Figura 11. Se determind ICso, obteniendo los resultado para la crema al 4%
125,87, crema al 2% 159.65 y la crema al 1% 171.42, la crema al 4% obtuvo mayor
potencial inhibitoria a comparacién con las demas cremas, que obtuvieron menor

potencial inhibitoria.

Al realizar la prueba de ANOVA para pruebas que siguen una distribucién normal,
donde se observd que existe una variacion entre grupos en la actividad
antioxidantes por el método DPPH (p=1,24") de las diferentes concentraciones.
Por lo cual podemos afirmar que la formulaciéon de crema base que tuvo una mejor
actividad antioxidante, es al 4%, con una actividad de 1.583 (TEAC/g) y la menor
fue la crema al 1 % con una actividad de 0,363 TEAC/g.

Bustamante.®®, nos reportd en su trabajo basado en la extraccién de fenoles por
fluidos supercriticos, donde determiné que la extraccion optima comprendia el flujo
a 1000 ml CO2/min durante 3 horas, la temperatura entre 35 y 40 °C y presion
entre 150 y 200 bares, por lo que posteriormente midio la actividad antioxidante
resultando 4.09 TEAC/g.

La actividad antioxidante tubo diferencias significativas en grupos de las diferentes

concentraciones de crema de extracto de Baccharis salicifolia (p=1,1x10%), en la
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cual, la mejor actividad antioxidante se mostro en la concentracion al 4% y a menor

actividad, fue la crema a concentracion de 1%.

Alvarado y colaboradores.®?, determinaron que la actividad antioxidante es
dependiente de la concentracion del extracto, paralelamente compararon los
tiempos para realizar las lecturas, demostrando que la diferencia de los valores de
equivalentes Trolox aumenta a los 7 minutos, pero la diferencia no
estadisticamente significativa a 1 minuto con un nivel de confianza de 95 %
(p=0,05), por lo que se considera que un minuto es suficiente para determinar la
reactividad de la crema base con el ABTS. Por otro lado, Villano et al, realizaron
un estudio acerca de la dilucién y el tiempo sobre la actividad oxidante de los vinos,
observando que los valores obtenidos a los 2 minutos se correlacionan mas con
los valores de FT (r=0,9012) que a los 15 minutos (r=0,8462) concluyendo que, el

tiempo Optimo para determinar la actividad antioxidante es de dos minutos.

Dicho esto, se afirma que existen diversos tiempos de reaccion antes de la lectura
respectiva en el espectrofotdbmetro, para lo cual se deberia validar el tiempo 6ptimo
para la muestra utilizada, ya que de alguna forma los resultados emitidos tendrian

variaciones considerables.
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VI]. CONCLUSIONES

La crema elaborada a partir del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis salicifolia “chilca”, evidenciaron una considerable actividad de
estabilizar los radicales libres y esto fue de forma proporcional a la
concentracion de crema.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca”
presentd una variedad en metabolitos secundarios, tales como: fenoles,
flavonoides, azucares reductores, etc. El compuesto en mayor proporcion fue
los fenoles, con lo que se deduce que este compuesto esta relacionado con la
actividad antioxidante

La crema, cumpli6 satisfactoriamente con las pruebas fisicoquimicas tal como
extensibilidad, un pH, consistencia y solubilidad. Lo cual estaria en éptimas
condiciones.

La crema elaborada a partir del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis salicifolia “chilca”, evidenciaron una notable actividad antioxidante y
capacidad inhibitoria (IC50) en los tres métodos (DPPH, ABTS, FRAP), donde

la mejor actividad se observé en las concentraciones de crema al 4%.
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VIl. RECOMENDACIONES

Cuantificar los fenoles y flavonoides, relacionarlos con la actividad
antioxidante.

Realizar las pruebas de tolerancia de la crema y la actividad antioxidante en
sistemas de ensayo in vivo.

Determinar los metabolitos mediante cromatografia en capa fina.

Validar el método de extraccion y los ensayos para la determinacién de la

actividad antioxidante.
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Anexo 1. Certificado de identificacion botanica de Baccharis salicifolia “chilca”.
Ayacucho 2018.

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

CERTIFICA

Que el Bach en Farmacia y Bioquimica, Sr. Levi, SANCHEZ ANAYA, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A 1988. y es como sigue

DIVISION MAGNOLIOPHYTA

CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ASTERIDAE

ORDEN ASTERALES

FAMILIA ASTERACEAE

GENERO Baccharis

ESPECIE Baccharis salicifolia R. & P
SINONIMIA Bccharis lanceolata ( Kunth,)
NV ‘chilca

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

Ayacucho, 8 de Setiembre del 2017
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Anexo 2. Fotografia de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho 2018.
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Anexo 3. Metabolitos secundarios encontrados en el extracto hidroalcohélico de

las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho 2018.
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Anexo 4. Crema elaborada a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho 2018.
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Anexo 5. Determinacién de la actividad antioxidante por el método DPPH de la
crema elaborada a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis

salicifolia “chilca” Ayacucho 2018.

Curva de calibracion del método de
DPPH.
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Anexo 6. Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS de la

crema elaborada a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis
salicifolia “chilca” Ayacucho 2018.
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Anexo 7. Determinacion de la actividad antioxidante por el método FRAP de la
crema elaborada a base del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis
salicifolia “chilca” Ayacucho 2018.
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Anexo 8. Analisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante (MolET) por
el método DPPH, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho
2018.

ANOVA
DPPH
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 2,236 2 1,118 598,875 0,000
Dentro de grupos 0,011 6 0,002
Total 2,247 8
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Anexo 9. Prueba HSD-Tukey de la actividad antioxidante (MolET) por el método
DPPH, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho
2018.

DPPH

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Conc. Crema N 1 2 3
crema 4% 3 0,3633
Crema 2% 3 0,9333
crema 1% 3 1,5833
Sig. 1,000 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Anexo 10. Analisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante (MolET) por
el método ABTS, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho
2018.

ANOVA
ABTS
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 0,002 2 0,001 94,397 0,000
Dentro de grupos 0,000 6 0,000
Total 0,002 8
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Anexo 11. Prueba HSD-Tukey de la actividad antioxidante (MolET) por el método
ABTS, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho
2018.

ABTS

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Conc. Crema N 1 2 3
crema 4% 3 0,0313
Crema 2% 3 0,0417
crema 1% 3 0,0637
Sig. 1,000 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Anexo 12. Analisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante (MolET) por
el método FRAP, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho
2018.

ANOVA
FRAP
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 0,000 2 0,000 133,646 0,000
Dentro de grupos 0,000 6 0,000
Total 0,000 8
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Anexo 13. Prueba HSD-Tukey de la actividad antioxidante (MolET) por el método
FRAP, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho
2018.

FRAP

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Conc. Crema N 1 2 3
crema 4% 3 0,0071
Crema 2% 3 0,0118
crema 1% 3 0,0160
Sig. 1,000 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Anexo 14. Andlisis de varianza (ANOVA) para actividad antioxidante (ICso) por el

método DPPH, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base

del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho

2018.
ANOVA
DPPH
Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 32766,619 3 10922,206  1520,0450 ,000
Dentro de grupos 57,484 7,185
Total 32824,103 11
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Anexo 15. Prueba HSD-Tukey para la actividad antioxidante (ICso) por el método

DPPH, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base del

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho

2018.
DPPH
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Conc. crema 1 2 3 4
estandar 3 36,4367
Crema 4% 3 105,3633
crema 2% 3 156,4400
crema 1% 3 169,3533
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Anexo 16. Analisis de varianza (ANOVA) para la actividad antioxidante (ICso) por
el método ABTS, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base

del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho
2018.

ANOVA
ABTS
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 29351,656 3 9783,885 1109,733 0,000
Dentro de grupos 70,531 8 8,816
Total 29422,187 11
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Anexo 17. Prueba HSD-Tukey para la actividad antioxidante (ICso) por el método
ABTS, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho
2018.

ABTS

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Conc. crema N 1 2 3
estandar 3 36,2133
Crema 4% 3 114,5367
crema 2% 3 153,9833
crema 1% 3 160,4233
Sig. 1,000 1,000 0,108

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Anexo 18. Analisis de varianza (ANOVA) para la actividad antioxidante (ICso) por
el método FRAP, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base

del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho

2018.
ANOVA

FRAP

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.

Entre grupos 38199,250 3 12733,083 1601,699 0,000
Dentro de grupos 63,598 7,950
Total 38262,848 11
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Anexo 19. Prueba HSD-Tukey para la actividad antioxidante (ICso) por el método
FRAP, de las diferentes concentraciones de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis salicifolia “chilca” Ayacucho
2018.

FRAP

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Conc. crema N 1 2 3 4
estandar 3 27,8700
Crema 4% 3 125,8700
crema 2% 3 159,6500
crema 1% 3 171,4233
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Anexo 23. Matriz de consistencia. Ayacucho 2018.

Titulo Problema Objetivos Marco teorico Hipodtesis Variables Metodologia

Actividad ¢ Qué capacidad Objetivo general: -Descripcién Hipotesis nula Variable Tipo de investigacién:

antioxidante antioxidante demostrar la  actividad Botanica La crema elaborada independiente: Basica-Experimental.

de la crema tendra la crema antioxidante de la crema -Usos medicinales a base del extracto ¢Concentraciones de Poblacion

elaborada a elaborada a elaborada a base del -Antecedente hidroalcohdlico de la crema elaborada a Hojas de Baccharis salicifolia “chilca”

base del base del extracto  extracto hidroalcohdlico de -Acidos fenolicos las hojas de base del extracto que crece en el distrito de Quinua,

extracto hidroalcohdlico las hojas de Baccharis -Flavonoides Baccharis salicifolia  hidroalcohdlico de las  provincia de Huamanga, Region

hidroalcohdlic de las hojas de salicifolia “chilca. -Radicales libres “chilca” posee hojas de Baccharis Ayacucho.

o de las hojas  Baccharis Objetivos especificos: -Estrés oxidativo actividad salicifolia “chilca”? Muestra: 500 mg de hojas.

de Baccharis  salicifolia -ldentificar los principales -Antioxidantes antioxidante. Indicadores Método: la evaluacion de la actividad

salicifolia “chilca™? metabolitos secundarios  -Sistema de Hip6tesis alterna Pruebas fitoquimicas, antioxidante se llevé a cabo segln los

“chilca”. presentes en el extracto proteccion La crema elaborada pruebas métodos  propuesto  por Brand

Ayacucho — hidroalcohdlico de las hojas antioxidante a base del extracto fisicoquimicas Williams, Inocente y Benzie.

2018. de Baccharis salicifolia - DPPH hidroalcohdlico de Variable Andlisis estadistico. Los datos
“chilca” - ABTS las hojas de Dependiente: obtenidos fueron organizados en una
-Evaluar los pardmetros - FRAP Baccharis salicifolia  Actividad antioxidante matriz para calcular la media y la
fisicoquimicos de la crema “chilca” no posee lacrema desviacion estandar, y graficados en
elaborada a base del actividad Indicadores: forma de gréaficos, histogramas y
extracto hidroalcohdlico de antioxidante. Umol/egTrolox, barras.

las hojas de Baccharis

salicifolia “chilca”.
-Determinar la
concentracion de crema
elaborada a base del
extracto hidroalcohélico de
las hojas de Baccharis
salicifolia  “chilca” genera
mejor captacion de radicales
libres.

mejor

Porcentaje de
inhibicion del radical
DPPH, ICso

La diferencia significativa existente
entre los tratamientos sera evaluada
mediante  analisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significacion
estadistica de 95%. Las
comparaciones entre cada tratamiento
se haran con pruebas Pos Hoc HSD-
Tukey, para cuyo efecto se acudio al
uso del programa SPSS version 22.0
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