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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad
antioxidante y antiviral del extracto hidroalcoholico de la corteza de dos
especies del género Cinchona. Los cuales fueron recolectados en el distrito de
Samugari, provincia de La Mar, en el departamento de Ayacucho. Para
determinar el contenido de fenoles totales se emple6 el método de Folin-
Ciocalteau expresados en mg EAG/g muestra; para flavonoides se empleo el
método de Zjishen et al. expresados en mg equivalentes a rutina/ g muestra,
la actividad antioxidante por el método de DDPH y ABTS y la actividad antiviral
por el método de Gamazo mediante el método de las Unidades Formadoras
de Placa (UFP/mL). Los resultados encontrados fueron: Para fenoles totales
251,1 + 39,9 mg AG/g. en Cinchona officinalis y 113,2 + 1,23 mg EAG/g en
Cinchona pubescens Vahl. Para flavonoides 44,3 £ 0,6 mg ERu/g en Cinchona
officinalis y 7,7 £ 0,8 mg ERu/g en Cinchona pubescens Vahl. La actividad
antioxidante por el método DPPH la variedad roja a la concentracion de 100
pug/mL, presenta mayor actividad (35,9 + 5,37 %) respecto a la variedad verde
(17,1 £ 1,85 %), por el método ABTS la variedad roja a la concentracion de
250 pg/mL, presenta mayor actividad (54,7 + 11,1 %) respecto a la variedad
verde (17,8 £ 1,48%) en la actividad antiviral la Cinchona officinalis redujo
hasta 13.0 + 1,2 UFP mientras que la Cinchona pubescens Vahl redujo
totalmente, evidenciando que la Cinchona pubescens Vahl presenta mayor

actividad antiviral.

Palabras clave: Cinchona officinalis, Cinchona pubescens Vahl, fenoles,

flavonoides, capacidad antioxidante, capacidad antiviral.
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l. INTRODUCCION

En la actualidad se siguen investigando las plantas andinas, en funcién a sus
propiedades medicinales y alimenticias, donde se ha vuelto popular los
resultados de altos componentes nutritivos y de muy buena capacidad
antioxidante, asi como también antiviral; siendo de gran importancia para su
consumo Yy asi también la prevencibn de enfermedades congénitas,
malformacion celular, cardiovascular, entre otras y asi poder contribuir a la
preferencia de las industrias que se ocupan de promover la salud y la

prevencion de enfermedades.*

Tal es el caso de las especies pertenecientes al género Cinchona, cuya
corteza es de sabor amargo, este género tiene 23 especies de la familia
Rubiaceae, distribuidas en la zona tropical y ecuatorial de la cordillera de los

andes, se desarrollan en alturas de 900 a 3400 msnm.23

La principal fuente de estos fenoles y flavonoides se encuentran en la corteza,
en esta investigaciéon tenemos a dos tipos de cortezas tanto a la Cinchona
officinalis “quina”, “cascarilla colorada” y a la Cinchona pubescens Vahl
‘quina”, “cascarilla verde”, que son especies que crecen en el Peru y
representa la riqueza del recurso vegetal del Perd ya que se encuentra

simbolizado en el Escudo Nacional, su corteza contiene el alcaloide conocido



como "Quinina", utilizada para la industria farmacéutica, el cual salvé al mundo

del paludismo o malaria, considerandose éste el mayor aporte de la especie.?

-Las dos especies del género Cinchona demuestran la capacidad antioxidante
por los fenoles y flavonoides que poseen, asi como también la actividad
antiviral haciendo uso de las propiedades liticas de los fagos, ya que
representa un modelo sencillo, rapido, barato, sensible, altamente especifico
aplicable para otros pares fago-bacteria causantes de enfermedad en

humanos, empleando la tecnologia del ciclo litico de fagos.

La medicion de la capacidad antioxidante se realiz6 mediante el método DPPH
y ABTS, la capacidad antiviral se realiz6 mediante el método de las Unidades

Formadoras de Placa por mL (UFP/mL).

El presente trabajo de investigacion no cuenta con estudios previos asi que
los resultados obtenidos seran plasmados en el siguiente informe, de acuerdo
a un estudio minucioso de técnicas y procedimientos de acuerdo a nuestros

principales objetivos.
Objetivo general:

o Determinar la actividad antioxidante y antiviral el extracto hidroalcohdlico

de las cortezas de 2 especies del género Cinchona.
Objetivos especificos:

o Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las cortezas de 2 especies del género Cinchona.

o Evaluar la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos
mediante ensayos In vitro, DPPH y ABTS.

o Evaluar la actividad antiviral de los extractos hidroalcohdlicos de las
cortezas de dos especies del género Cinchona utilizando bacteriéfagos

como modelo enteroviral.



.  MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio.
A partir de continuamente las plantas fueron una fuente fundamental de
productos naturales biolégicamente activos, varios de las cuales ademas
conforman modelos para la sintesis de un enorme conjunto de farmacos.
Dichos compuestos de la naturaleza revelan ser de una gigantesca variedad
en términos de composicion quimica de caracteristicas fisico-quimicas
ademas de sus caracteristicas bioldgicas.
Palomino?, nos dice que las plantas medicinales acompafiaron la evoluciéon del
ser humano y estuvieron ligadas a la manera de sanar las patologias
ancestralmente debido a que la mayor parte de estas muestran efectos
fisiol6gicos diversos, es por esto que son parte de lo cual ahora se sabe como
medicina clasica.
Condor®, nos comenta que el “arbol de la quina” o “cascarilla”, -es el signo del
escudo nacional donde se muestra nuestra riqueza vegetal, comprende
numerosas especies del género Cinchona, entre ellas, C. officinalis y C.
pubescens Vahl entre otros. Es una especie de extenso uso clasico a partir del
siglo XVII, la cual se debi6 al uso de la corteza y, luego, de sus alcaloides, en
especial de la quinina.
Cifuentes®, nos menciona que actualmente, -la corteza de quina se utiliza en el
procedimiento de la malaria, hemorroides, calambres en los pies, anestésico
analgésico, sanitizante, astringente, febrifugo. Ademaés, se utiliza en la
industria farmacéutica para la sustraccion de distintas drogas; en la

preparacion de bebidas tonicas y esto se deberia a que la quina tiene infinidad



de beneficios digestivos y depurativos en el organismo algo que nos ayuda a
evadir los inconvenientes derivados de un exceso de toxinas. De esta forma
puesto que, hay productos a base de quina como las tinturas, como el vino de
quina (ténico aperitivo) y tonico para el pelo-.

Barukcic y Sola’, nos dice que las plantas elaboran metabolitos secundarios
que interviene en las interacciones entre planta y el ambiente, sumando a este
comentario Tayyeba y Saeed® nos menciona que diversos estudios de la quina
(Cinchona officinalis L y Cinchona pubescens Vahl) revelan la existencia de
enorme proporcion de metabolitos secundarios en la corteza del tronco, dichos
compuestos presentan enormes caracteristicas que ayudaran en la
prevencion y curacion de patologias que fueron reportada por diferentes
estudiosos, los cuales reportan actividad farmacolégica variada, por ejemplo:
propiedad antioxidante, antibacteriano entre otros. Asimismo, ademas nos
comenta que el -estrés oxidativo es un término asociado a las células y a la
accion de un extremista independiente que le perjudica, de esta forma en
condiciones habituales se da un equilibrio entre la produccién de radicales
libres u otras especies reactivas con los mecanismos antioxidantes (exégeno
y endégeno).- Asimismo Coronado et al. ® y Barry J et al.'° afiaden que en los
ultimos afios, los antioxidantes naturales provenientes de distintas plantas,
permanecen siendo incorporadas en los diferentes campos de la industria
alimentaria, en la farmacéutica y en la industria cosmética; .compuestos como
la quercetina, tocoferol, entre otros, permanecen sustituyendo a los
antioxidantes sintéticos de mas grande uso (como la vitamina A y C, entre
otros), ya que dichos muestran una actividad comparable a los sintéticos y con
la enorme virtud de no ser toxicos.

Vistinit! nos comenta que de igual importancia la bldsqueda de nuevos
antivirales es una necesidad actual y permanente. Una estrategia para la
identificacibn de nuevos compuestos bioactivos es el estudio de los
metabolitos secundarios presentes en las plantas de todo el mundo.

En esta investigacion buscamos solucionar estos problemas de salud, la

basqueda de plantas que contribuyan al tratamiento de las enfermedades



relacionadas con el estrés oxidativo y las enfermedades producidas por virus
que se torna cada vez mas intensivo.

Por lo tanto para este estudio Lépez?*? y Punil*® tomando como referencia de
estudios realizados en Cinchona officinalis L y Cinchona pubescens Vahl
pertenecientes a el nucleo familiar de las Rubiaceas que demuestran una
denotada capacidad antioxidante por los flavonoides que tienen, de esta forma
estas caracteristicas serian atribuidas a las plantas de analisis de este trabajo
donde evaluaremos la actividad antioxidante a diferentes dosis del extracto
hidroalcohdlico de las cortezas de 2 especies del género Cinchona, la
“cascarilla” o “arbol de la quina”, como ademas se hizo la actividad antiviral
realizando uso de las caracteristicas liticas de los fagos, debido a que
representa un modelo sencillo, veloz, econémico, sensible, enormemente
especifico aplicable para los demas pares fago-bacteria responsables de
patologia en humanos, usando la tecnologia del periodo litico de fagos.
Ademas, la averiguacion contribuiria en el sector de la etnobotanica ya que no
se han reportado estudios antivirales que evallen el impacto que poseen las
hojas del género Cinchona, “cascarilla” o “arbol de la quina”.

2.2. Aspectos botanicos Cinchona pubescens Vahl “Quina”, “cascarilla

colorada”.

2.2.1. Clasificacion sistematica

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Asteridae

Orden : Rubiales

Familia : Rubiaceae

Género : Chinchona

Especie : Cinchona pubescens Vahl.
N.V. : “Quina”, “Cascarilla Colorada”

Fuente: Constancia emitida por la Bidloga Laura Aucasime Medina,
especialista en taxonomia ex docente de la “Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga”. (Anexo 01;
2020)



2.3. Aspectos botanicos Cinchona officinalis L. “Quina”, “cascarilla
verde”.

2.3.1. Clasificacion sistematica

Division : Magnoliophyta

Clase X Magnoliopsida

Subclase : Asteridae

Orden : Rubiales

Familia : Rubiaceae

Género : Chinchona

Especie Cinchona officinalis L.
N.V. : “quina”, “Cascarilla Verde”

Fuente: Constancia emitida por la Bi6loga Laura Aucasime Medina,
especialista en taxonomia ex docente de la Facultad de Ciencias Biolégicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. (Anexo 02;
2020).

2.4. Descripcion botanica

El género Cinchona son arboles americanos originarios de los andes, existen
varias especies, pertenecientes a la familia de las rubiaceas, miden alrededor
de 25 metros de altura y son ramificadas, el tronco es de forma variable ya que
puedes ser recto o torcido, el diametro varia de acuerdo a la edad, especie y
el lugar donde crece, sus raices son ramificadas que incluso pueden sobresalir
a la superficie, sus hojas son simples, opuestas, ovales, mas o menos grandes
de base aguda y apice atenuada, el borde es entero, lisas en el haz y algo
vellosas en el enveés, sus flores son tetraciclicas pentdmeras, con caliz y corola

diferentes; fruto seco, capsular, con muchas semillas elipsoidales..” 16

Figura N°01: Cinchona

Fuente: BIOPATPERU. Quina °



2.5. Distribucién geografica

La quina es un arbol oriundo de los Andes, y se realiza en alturas de 300 a
3400 msnm. La Cinchona pubescens Vahl es de procedencia lojano, la
Cinchona officinalis L., del norte de Colombia hasta Pera. La mas utilizada con
objetivos terapéuticos es la quina roja, estando casi en desuso la quina verde.
Las piezas usadas de la quina roja son la corteza del tronco junto a sus
ramas.'?

Las poblaciones del arbol de la Quina se distribuyen durante los bosques
montanos nublados en el Peru a partir del extremo norte, hasta la frontera sur
en Puno. El género Cinchona, conocido como "Cascarilla o Arbol de Quina"
esta formado por 25 especies del nucleo familiar Rubiaceae de las cuales 19
especies del arbol de quina crecen en el Peru. Principalmente son arboles de
tamario mediano a diminuto o arbustos con corteza amarga.> 7> 1°

“La explotacion de la quina fue una actividad exclusivamente extractiva y muy
destructiva, ya que se derribaban los arboles silvestres para aprovechar su
corteza. Poblaciones silvestres de quina eran buscadas ansiosamente en lo
gue hoy son los territorios de Colombia, Ecuador y Peru, con el fin de obtener
nuevas fuentes de la valiosa medicina. En las regiones mas explotadas, los
arboles escaseaban. Los ingleses fueron los primeros en establecer
plantaciones comerciales de quina en sus colonias del sureste asiatico durante
el siglo XI1X”.16.20

2.6. Usos tradicionales

La Cinchona también es llamada -Quina o Cascarilla, es una planta medicinal
americana ha sido introducida a Europa en las primeras décadas del siglo XVII
produjo una auténtica revolucion en la medicina, debido a que por primera
ocasion una droga en el campo farmaco-terapéutico era capaz de sanar la
malaria y paludismo, los quimicos lograron aislar los principios activos de la
quina, llamados quinina y quinidina..6 16: 21

Adicional tiene beneficios para la salud, utilizado para prevenir y detener la
diarrea, aliviar la flatulencia, método de la enfermedad de la vesicula biliar,

Combatir infecciones virales, en la terapia de ciertas condiciones cardiacas:



contracciones prematuras o extrasistoles de origen atrial, nodal o ventricular,
taquicardia paroxismal atrial, taquicardia nodal, agitacién atrial y fibrilacion,
agitacion ventricular y fibrilacion.5 7. 19. 22, 23,24

2.7. Composicién quimica

La Cascarilla o Cinchona, Quina Roja y Quina Verde, correspondiente a el
nacleo familiar de las Rubiaceas, los cuales contienen principios activos a
consecuencias del conjunto de procesos y reacciones quimicas primarios y
secundarios, “contiene mas de 20 alcaloides distintos, entre los que destacan
la quinina — quinidina”. La corteza es rica en compuestos fendlicos, saponinas,
aceites esenciales ademas se encontraron flavonoides; el contenido es

variable segln la especie.> 14 1516, 20

Los compuestos bioactivos de la Cinchona son de interés antimalarico como
son: cloraquina, hidroxicloroquina y quinacrina. La cloraquina y la
hidroxicloraquina son 4-aminoquinolinas, y solo se diferencian en la sustitucién
de un grupo etilo por hidroxilo. -Son hidrosolubles y son absorbidas
inmediatamente por el tracto digestivo. Se integran a las proteinas plasmaticas
y recursos. Se almacena en gigantes porciones en el higado, bazo, pulmones
y las glandulas suprarrenales, a partir de donde practica su accion tanto toxica

como terapéutica..5 1420

2.8. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son el grupo de métodos y actitudes quimicas
secundarios de las plantas y son correctas para bastantes de los puntos
relevantes de la vida utilitaria de la planta, debido a que dichos contribuyen al
sabor, color, astringencia y amargor de frutas y vegetales.'# 2°

Los compuestos fendlicos poseen una enorme capacidad antioxidante,
considerado la actividad biolégica responsable del impacto preventivo sobre
varias patologias y el mecanismo por el cual trabajan consiste en su capacidad
para captar radicales libres que tienen la posibilidad de producir en las células
del cuerpo y que son resultado de la conjuncién de varios componentes del

medio ambiente.14 18, 26



Estas moléculas muestran actividad antioxidante, antimutagénica, antiviral,
antibacterial (bactericida, bacteriostatica), antifingica, insecticida, estrogénica
y queratolitica; ocupaciones que sirven para defender al organismo de
componentes del medio ambiente.1”: 27

2.8.1. Estructura de los compuestos fendlicos

“Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que, elaboradas por
cada una de las plantas, el cual quimicamente son sustancias que tienen en
comun un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilos y que
ocurren muchas veces como glucosidos, esteres; combinados con unidades
de sacarosa. Son subjetivamente polares y tienden a ser solubles en agua;
tienen la posibilidad de ser detectados por el profundo color verde, azul o
negro, gue generan unavez que se les afiade una solucion acuosa o alcohdlica
al 1 % de cloruro férrico”.?? 25 26,40

Su Clasificacion se observa en la siguiente figura

Flavonoides
Polifenocles Estilbenos
Hidrolizados
Taninos
Compuestos
fendlicos Condesados
- Hidroxicinamico
Fenoles Acidos
simples fendlicos
Hidroxibenzoico

Figura N° 1. “Clasificacion de los compuestos fendlicos” 4

2.9. Flavonoides
Los flavonoides son pigmentos presentes en las verduras, y son otra forma de
defender al organismo del mal producido por agentes oxidantes, como los

relampagos ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas



presentes en los alimentos, etcétera. y se hallan dentro del conjunto de los
fenoles. Los fenoles trabajan como antioxidantes en alimentos y cosméticos
oxidandose en vez de la sustancia protegida.?® 2°

Los flavonoides se conforman de un enorme conjunto de compuestos
naturales con distintas construcciones fendlicas (polifenéles) que tiene una
composicién benzo-y-pirona. Ciertos estudios presentan .que metabolitos
secundarios de naturaleza fendlica incluyendo flavonoides son causantes de
la pluralidad de ocupaciones farmacoldgicas..?®

La composicion quimica de los flavonoides se fundamenta en un esqueleto de
quince carbonos que consta de 2 anillos bencénicos (A'y B) ligados por medio
de un anillo heterociclico de pirano (C). Las multiples clases de flavonoides
difieren en el grado de oxidacién y el jefe de sustitucion del anillo C, en lo que
los compuestos particulares en una clase diferir en el jefe de sustitucion de los
anillos Ay B.% 2829

Figura N°02: Estructura basica de un flavonoide. *

2.9.1. Actividad farmacolégica:

“Su propiedad como antioxidante, nace de su gran reactividad como donantes
de electrones e hidrégenos y de la capacidad del radical formado para
estabilizar y deslocalizar el electron desapareado (termina la reaccion en
cadena) y de su agilidad para quelar iones de metales de transicién”. Los
flavonoides tienen una poderosa accion antioxidante in Vitro, siendo capaces

de barrer un largo rango de especies reactivas del oxigeno, nitrégeno y cloro,
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tales como el superoxido, el radical hidroxilo, el radical peroxilo, el &cido
hipocloroso, actuando como agentes reductores.?? 4°

Farmacologicamente, los flavonoides resaltan por su baja toxicidad,
presentando generalmente, actividad sobre el sistema vascular con impacto
defensor del muro vascular. Asimismo, la accion antioxidante de los
flavonoides es dependiente primordialmente de su capacidad de minimizar
radicales libres y quelar metales, impidiendo las actitudes catalizadoras de los
radicales libres. Sin embargo, los flavonoides ejercen otras actividades como
diuréticos, antiespasmodicos, antiulceroso gastrico, antiinflamatorio (por
inhibicion de la COX), incluyendo antiviral y las ocupaciones vasodilatadoras.
En fitoterapia los flavonoides se emplean primordialmente en casos de

fragilidad capilar como venoténicos..2”: 29 30
2.10. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo actualmente determinado como -un desequilibrio entre
oxidantes y antioxidantes es una condicion que se afirma en el organismo una
vez que la produccion de sustancias enormemente reactivas supera los

mecanismos antioxidantes y esta relacionada con varias patologias-.?’

Se puede clasificar conforme con la intensidad en eustress oxidativo (baja
exposicion a oxidantes) y en distress oxidativo (exposicion alta a oxidantes).
El primero es utilizado en la sefializacion redox, en lo que el segundo conduce
a una alteracion de la sefalizacién redox y/o mal oxidativo a las biomoléculas.

Todas las formas de vida mantienen un entorno reductor en sus células.?5 27

En el ser humano, el estrés oxidativo esta involucrado en varios estados
patologicos en los que se altera la funcionalidad celular, contribuyendo o
retroalimentando el desarrollo se patologias degenerativas como la
ateroesclerosis, cardiomiopatias, patologias neurolégicas y cancer, ademas

podria ser fundamental en el envejecimiento.?’: 30
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2.11.Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante en los alimentos es dependiente de varios
componentes, incluyendo las caracteristicas de los sustratos, las condiciones
y fases de la oxidacién y a la ubicacion de los antioxidantes en diferentes
etapas: hidrofilia o lipofilica.?® 31, 32 34

2.12.Radical libre

Es cualquier especie quimica que contenga por lo menos un electrén
desapareado en su orbital externo y que sea capaz de existir en forma
independiente; este estado le permite una mas enorme capacidad de reaccion
con otros atomos y moléculas presentes en su entorno habitualmente los
lipidos, proteinas y acidos nucleicos, dando lugar a alteraciones en las

propiedades estructurales y ocasionalmente funcionales.33

Los radicales libres se sintetizan fisiol6gicamente en el organismo humano
como parte del metabolismo energético, sin embargo, la produccion aumenta
ante diferentes agresiones como infecciones, ejercicio fisico extremo, dietas
desequilibradas, téxicos alimentarios y contaminantes del medio ambiente
entre otros. “Los radicales son capaces de influir, de manera reversible o
irreversible, toda clase de compuestos bioquimicos, incluyendo &cidos
nucleicos, proteinas y aminoacidos libres, lipidos, carbohidratos vy
macromoléculas”. “Los acidos grasos poli-insaturados son enormemente
propensos al ataque de los radicales libres; éstos radicales tienen la
posibilidad de perturbar la actividad celular, tanto a grado de membranas como

del metabolismo y expresién génica”. 1o 25 26
2.13. Antioxidante

El término antioxidante fue utilizado originalmente para referirse
especificamente a un producto quimico que previniera el consumo de

oxigeno.3!

‘Esos antioxidantes de bajo peso molecular tienen la posibilidad de interactuar

de forma segura con los radicales libres y concluir la actitud en cadena anterior
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a que moléculas vitales sean afectados. Ciertos de dichos antioxidantes,
incluyendo el glutation, ubiquinol, y &cido Urico, se generan a lo largo del

metabolismo usual corporal. Otros antioxidantes se hallan en la dieta.. 23!

Aunque las reacciones de oxidacién son cruciales para la vida, ademas
pueden ser perjudiciales; por lo tanto, las plantas y los animales mantienen
complejos sistemas de diferentes tipos de antioxidantes, tales como glutation,
vitamina C, y vitamina E, asi como enzimas tales como la catalasa, superéxido
dismutasa y varias peroxidasas. Los niveles bajos de antioxidantes o la
inhibicién de las enzimas antioxidantes provocan estrés oxidativo y pueden

influir o matar las células.3% 33.34

Los antioxidantes son ampliamente utilizados como elementos en
suplementos dietéticos con la esperanza de mantener la salud y de prevenir
enfermedades tales como el cancer y la cardiopatia isquémica. Ademas de
estas aplicaciones en medicina los antioxidantes tienen muchas aplicaciones
industriales, tales como conservantes de alimentos, de cosméticos y la

prevencion de la degradacion del caucho y la gasolina. 3% 37
2.13.1. Actividad antioxidante de flavonoides y compuestos fendlicos:

“La capacidad de captacion de radicales libres se atribuye principalmente a las
altas reactividades de sustituyentes hidroxilo que participan en la reaccién de

la siguiente reaccién”.

OH o
OH g* AH o
\/ _ | P
FI-OH RO

Figura 03: Reaccion de los flavonoides con radicales libres. 27
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La conducta antioxidante de los compuestos fendlicos parece estar referente
con su capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar radicales
libres, aunque a veces ademas tienen la posibilidad de fomentar actitudes de
oxidacion in vitro. Todos poseen en su composicion uno o mas anillos
aromaticos con por lo menos un sustituyente hidroxilo. Su composicion
quimica es propicia para secuestrar radicales libres, gracias a la facilidad con
la que el atomo de hidrégeno a partir del conjunto hidroxilo aromatico podria
ser donado a la especie extremista, y a el equilibrio de la composicion quimica
resultante que aguanta un electron desapareado. La actividad antioxidante de
los polifenoles es dependiente del numero y la ubicacion de los conjuntos

hidroxilo que tienen dentro en su composicién.26 35 41

Los acidos fendlicos se conforman de &cidos hidroxicinamico e
hidroxibenzoico. Permanecen presentes en cada una de las piezas del
material vegetal y, en ocasiones a modo de ésteres y glucosidos. “Tienen
actividad antioxidante como quelantes y captadores de radicales libres con
particular incidencia sobre los radicales hidroxilos y peroxilo, aniones
superoxido y peroxinitritos. Uno de los compuestos mas estudiados y
prometedores en el conjunto hidroxibenzoico es el acido gélico, que es
ademas el precursor de varios taninos, en lo que el acido cindmico es el

precursor de todos los &cidos hidroxicinamicos”.?’

Para que un compuesto fendlico sea clasificado como antioxidante deberia

consumar 2 condiciones simples:

* “Cuando se encuentre en una concentracion baja con relacion al sustrato que
va a ser oxidado pueda retrasar o prevenir la autooxidaciéon o la oxidacion

mediada por un radical libre”. 26

» “El radical formado tras el secuestro sea estable y no pueda actuar en

oxidaciones posteriores”. 26
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2.13.2. Ensayos para evaluar la actividad antioxidante

Entre los ensayos frecuentemente utilizados y reportados para evaluar
recursos naturales destacan los métodos de captacion de radicales DPPH y
ABTS.

DPPH (Radical 1-1-difenil-2-picrilhidrazilo)

Este método fue postulado por Blois (1958) en el cual se ensefié por primera
vez la capacidad del radical sin dependencia DPPH* para reconocer un atomo
de hidrogeno (H+) correspondiente de la molécula de cisteina. La molécula 1,-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH*) es famosa como un radical libre estable debido
a la deslocalizacién de un electron desapareando sobre sobre la molécula
completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria
de los radicales libres. La deslocalizacion del electron ademas se intensifica al
color violeta profundo tipico del radical, el cual absorbe el metanol a 557 nm.
Cuando la solucion DPPH* reacciona con el sustrato antioxidante que puede

donar un atomo de hidrogeno, el color violeta se desvanece.*

ABTS** (radical cationico acido 2,2°- azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-

sulfénico)

ElI ABTS*+ es un radical cromégeno que puede ser realizado quimicamente o
enzimaticamente a partir de la oxidacion del &cido 2,2'- azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS). Este radical es de forma sencilla soluble
en agua y otros solventes organicos. Ademas, reacciona con la mayoria de los
antioxidantes sintéticos y naturales, incluidos fenoles, aminoéacidos, péptidos,
tioles, indoles, flavonoides, carotenoides, tocoferoles y vitamina C, entre

otros..3°

Se basa en la cuantificacion de a decoloracion del extremista ABTS*, gracias
a la relacion con los donantes de hidrogeno o de electrones. El extremista
cationico ABTS*+ es un croméforo que absorbe a una longitud de onda a 734
nm y se produce por una actitud de oxidacion del ABTS*+ (2,2'- azino-bis (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfénico) con persulfato de amonio.
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La generacion del extremista ABTS*constituye una de las bases de los
procedimientos espectrométricos que fueron aplicados para medir la actividad
antioxidante total de resoluciones o sustancias puras y mezclas acuosas. El
ensayo se basa en la decoracién, en la cual e extremista es creado de manera
directa en una forma estable antecedente de la decoloracién con los

antioxidantes.*

La técnica mejorada para la generacién de extremista cation ABTS*+ involucra
la produccion directa del cromo6foro ABTS*+ verde-azul por medio de la actitud
entre ABTS y el persulfato de potasio (K2S208). “Esta muestra 3 maximos de
absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 850nm”. El aumento
de los antioxidantes al extremista preformado lo disminuye a ABTS. Tal cual
el nivel de decoloracion como porcentaje de inhibicion del extremista cation
ABTS*+, esta definido en funcionalidad de la concentracion y la era, asi como
del costo que corresponde utilizando el Trolox como estandar, bajo las mismas

condiciones. 2°

+ Antioxidante

50,
S
N

s
HECZ
CQHS
ABTS™ (verde- azul} s S0y

\©:N>=N/ HaCz

CoHg
ABTE (incoloro)

Figura 04. Mecanismo de reaccion para el ensayo ABTS.

2.14.Bacteriofago

Los virus infectan todas las formas de vida: eucariotas -(animales vertebrados,
animales invertebrados, plantas y hongos) y procariotas (bacterias y
archaeas); los mas abundantes son los virus que infectan exclusivamente
bacterias y son identificados como bacteriéfagos o fagos (del griego faguéton,
que significa ‘alimento’, ‘ingestion’) y fueron descubiertos independientemente

por Frederick Twort (1915) y Felix d’'Herelle (1917), como todos los virus, estan
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compuestos por una cubierta proteica o capside que protege el material
genético contenido en su interior; estos virus son parasitos intracelulares
exactos, por lo que necesitan de células viables para poder hacer replicarse,
utilizando la maquinaria metabdlica de la célula hospedera; el genoma fagico
puede ser ADN o ARN, de simple o doble cadena, circular o lineal; pueden
tener forma icosaédrica, filamentosa y ciertos mas complejos que presentan

cola. 15.36

Los bacteriéfagos (fagos) son parasitos intracelulares forzados que se
multiplican al interior de las bacterias, realizando uso de varias o cada una de
sus maquinarias biosintéticas. “Las particulas infecciosas, al igual que en otros
virus, se denominan viriones y practicamente consisten en material genético
rodeado por una cubierta proteica que lo salvaguarda del ambiente y le sirve
como transporte de transmision de una célula hospedadora a otra”. “En la
actualidad se han analizado al microscopio electronico bastante mas de 5500
bacteriéfagos, que segun su morfologia pertenecen a 10 familias ya
clasificadas”. Bastante mas de 96% de los bacteri6fagos muestran colay ADN
de doble cadena y se localizan en las familias Myoviridae, Siphoviridae y
Podoviridae. “Las deméas 7 familias de fagos son cubicos, filamentosos y
pleomdérficos y muestran particulas pequefas bien definidas y tienen dentro
ADN o ARN de cadena sencilla o doble”. °

2.14.1. Replicacién de los bacteriéfagos

Hay 2 mecanismos de replicacion fagica: el periodo litico que tiene como
finalidad la proliferacion viral; y el periodo lisogénico, que es hecho por los
fagos temperados (profagos) y es considerado un modo de infeccién latente

de baja frecuencia que no causa mal a la célula hospedera.*> 43
o Ciclo litico

Los bacteriéfagos son considerados parasitos forzados, ya que usan la

materia, energia y maquinaria de la bacteria infectada para la produccion de
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novedosas particulas virales; el periodo litico se basa en la produccion de
dichas particulas y la lisis bacteriana para la liberaciéon de la progenie viral.

Luego se sostienen, brevemente, todos los pasos de este periodo, lo conducen
a cabo los fagos virulentos, en donde se da un reconocimiento de los
receptores de la bacteria por los contra receptores del fago, originando una
adsorcion del fago a la célula huésped, seguido de la penetracion del acido
nucleico fagico a la bacteria y el desarrollo intracelular de los elementos
fagicos para la liberacion del gen viral por medio de lisis celular, causada por
enzimas liticas llamadas endolisinas, las cuales son codificadas por el
genomas fagico a lo largo de la ultima etapa del periodo litico para degradas
el peptidoglicano de la bacteria , seguido de la replicacion donde se generan
los elementos virales (acido nucleico y proteinas) realizando uso de la
maquinaria bacteriana, seguido se crea el ensamblaje que se apoya en
complicadas colaboraciones de las proteinas de soporte y proteinas
estructurales donde se genera el acoplamiento entre la cabeza y el conducto
que dejard el paso del genomas a lo largo de una totalmente nueva infeccion,
por ultimos se da la lisis de la célula hospedera que se da por acumulacion de
fagos maduros o por accion de las lisinas (enzimas que cortan los primordiales
enlaces en la matriz de peptidoglicano del muro celular) dando paso a la

liberacion de los fagos:.1? 36
o Ciclo lisogénico

Desarrollado por los fagos temperados y comprende basicamente los mismos
pasos que el litico, sin embargo después de la penetracién el acido nucleico
del fago se inserta en el cromosoma bacteriano y se replica como si fueran un
gen mas de la bacteria por una o varias generaciones sin mayores
consecuencias metabdlicas para las bacterias, no obstante es este lapso, el
fago tras un proceso de mal grave al material genético de la bacteria, puede
salir del cromosoma bacteriano y hacer un tiempo litico, este es un modo de
infeccion latente y pasa con baja frecuencia. “Al final, los profagos cumplen

una funcionalidad ecolégica bastante fundamental, puesto que trabajan como
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vectores de transferencia de genes aportando variedad genética a las

bacterias en diferentes ecosistemas.¢
2.14.2. Ensayo para evaluar la actividad antiviral

Los bacteriéfagos o fagos son virus que infectan y lisan bacterias. Su genoma
puede componerse de ADN o ARN de cadena doble o de cadena sencillas,
son protegidas por una cubierta de proteinas estructurales llamada cépside.
Esta composicion podria ser icosaédrica, helicoidal o filamentosa y sus
proteinas estructurales tienen la posibilidad de ademas dar al fago de cuello,
cola, fibras caudales, laminas basales y/o espiculas. Los fagos son
considerados la forma de vida mas exuberante y ubicua en la tierra, por lo cual
tienen la posibilidad de ser aislados de diferentes espacios, como, por ejemplo,
aguas residuales, el suelo, los alimentos, el esputo, la baba y el sistema

gastrointestinal..1?

Los bacteriéfagos, por sus caracteristicas liticas representan un modelo
sencillo, veloz, econdmico, sensible, enormemente especifico y comparable
con modelos de virus patdgenos para el humano, por lo bacteriéfagos resulta

una alternativa para establecer la capacidad antiviral.*? 36
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién
El presente trabajo de averiguacion se llevd a cabo en los laboratorios de
Bioquimica y el “Centro de Desarrollo, Estudio y Control de Calidad de
Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la Escuela Profesional
de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud y en los
Laboratorios de Virologia de la Escuela Profesional de Biologia de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, Ayacucho, Perd”.
3.2. Poblacién y muestra
3.2.1. Poblacién
Cortezas de dos especies del género Cinchona, obtenidos en la comunidad de
San Cristobal, distrito de Samugari, Provincia La Mar, Departamento de
Ayacucho a 1500 msnm.
3.2.2. Muestra

100 g de Corteza seca de Cinchona officinalis L. “quina, “cascarilla verde” y
100 g de Corteza seca Cinchona pubescens Vahl “quina, cascarilla colorada”.

3.2.3. Unidades de analisis

Extracto atomizado de las cortezas de las dos especies del género Cinchona.
3.2.4. Sistema de muestreo

El muestreo fue no probabilistico por conveniencia.

3.3. Métodos instrumentales para la recoleccion de datos

3.3.1. Recoleccion y preparaciéon de la muestra.
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Las cortezas de ambas especies del género Cinchona como muestra vegetal

para este andlisis se recolectaron a lo largo del mes de marzo del 2020, en la

comunidad de San Cristobal, distrito de Samugari, Provincia La mar,

Departamento de Ayacucho a 1500 msnm, donde la planta se cultiva en

condiciones naturales, después se transporté en bolsas idoneas de papel al

laboratorio de bioguimica para ser secados en un area plana bajo sombra y

buena ventilacion, bien amplia. Simultdneamente se ha cambiado el papel de

soporte cada veinticuatro horas. Se escogié las cortezas intactas; para la

sustraccion hidroalcohdlica siguiente.

3.3.2. Obtencidn del extracto atomizado de la corteza de las dos especies
del género Cinchona.

Una vez secas las cortezas se trituraron al tamafio de particula en un molino

hasta obtener un polvo fino.

Las cortezas molidas fueron maceradas por un periodo de siete dias, para lo

cual se tomé 100 g, cuya molienda se vertié en una botella de vidrio con una

mezcla de solucién hidroalcohdlica al 70 %, luego este macerado se procedio

a filtrarlo utilizando gasa y algodon; luego se concentrd usando un Rotavapor

(BUCHI R-3000) con sistema de vacio a 50 °C y 30 % de giro, finalmente la

solucion se llevé a un atomizador (BUCHI Mini Spray Dryer B-290). El extracto

seco se conservo en un frasco de vidrio ambar herméticamente cerrado, ya

que el extracto atomizado es muy higroscopico.

Screening fitoquimico: “Las reacciones de identificacion de los diferentes

metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de las dos

especies del género Cinchona se realizaron siguiendo la técnica de O. Look y

L. ochoa”.3" 38

3.3.3. Ensayos quimicos.

3.3.3.1. Identificacion de alcaloides

o Reaccion con Dragendorff

“A una solucién del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de 2 especies de

Cinchona, se adicion6 2 gotas de HClI 1 % y 2 gotas de reactivo de

Dragendorff”.
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o Reaccion con Wagner

“A una solucién del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de 2 especies del
género Cinchona, se adiciond 2 gotas de reactivo de Wagner”.

. Reaccién con Mayer

“A una solucién del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de 2 especies del
género Cinchona, se adicion6 2 gotas de HCl 1% y 2 gotas de reactivo de
Mayer”.

o Reaccion con Hager

“A una solucién del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de dos especies

del género Cinchona, se afiadio 2 gotas de reactivo de Hager”.

3.3.3.2. Identificacion de flavonoides

o Reaccion de Shinoda

“A una solucion del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de 2 especies del
género Cinchona, se adicioné 3 trozos de magnesio metalico y IV gotas de HCI
1%”.

o Reaccion con Sol. Cloruro férrico (FeCl3) 1 %

“A una solucion del extracto hidroalcohdlico de las cortezas 2 especies del
género Cinchona, se adicion6 4 gotas de solucién de FeCls al 1 %”.

. Reaccién con Sol. AICI3 1 %

“A una solucion del extracto hidroalcohdlico de las cortezas 2 especies del
género Cinchona, se adiciond 5 gotas de solucion de AICIz al 1 %”.

. Reaccion acida

“A una solucion del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de 2 especies del

género Cinchona, se afiadié 1 gota de H2SO4 Q.P”.
o Reaccion de borntrager

“A una solucion del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de 2 especies del

género Cinchona, se afadié una gota de NaOH al 5%”.
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3.3.3.3. Identificacion de taninos

o Reactivo gelatina

A una solucion del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de 2 especies del
género Cinchona se afiadio 2 gotas de reactivo de gelatina. La coloracion y
formacion de precipitados nos indica las mdultiples reacciones, que se van
obtener al mantener el control de a la muestra problema a los mdltiples
reactivos que se utilizé en la basqueda.

3.3.3.4. Identificacién de saponinas

Se uso el procedimiento de espuma. Se diluyd el extracto hidroalcohdlico de
las cortezas de 2 especies del género Cinchona 9:1, colocandolo en un tubo
de ensayo con tapa (13 x 100 mm). Se agitd vigorosamente a lo largo de 30 s,
preferentemente con la mano. Se abandond reposar 15 minutos. Si la
elevacion de espuma es 15 mm (+++), se le atribuye a un elevado contenido
de saponinas.

3.3.3.5. Identificacion de lactonas

o Reaccion con Baljet

“A una solucién del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de dos especies
del género Cinchona, se afiadié 1 gota de reactivo Baljet”.

3.3.3.6. Identificacién de terpenoides

o Ensayo de Lieberman - burchard

A una alicuota del extracto hidroalcohdlico de las hojas de 2 especies del
género Cinchona, se disolvio en 1 mL de cloroformo y se agregé 1 mL de
anhidrido acético y se mezclara bien. Por el muro del tubo de ensayo se
abandono resbalar de 2 -3 gotas de &cido sulflrico concentrado sin agitar. *°
3.3.4. Determinacion del contenido de fenoles totales

La decisiobn de contenido de fenoles totales se hizo por medio del
procedimiento de espectrofotometria de Folin-Ciocalteau, para lo que se uso
acido galico como compuesto fendlico de alusion.. 437

Este procedimiento se basa en su caracter reductor y seguida neutralizacion.

“Se basa en la mezcla de la muestra a examinar y el reactivo Folin-Ciocalteau,
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el cual tiene la funcion de reaccionar con los compuestos polifendlicos, dando
como consecuencia un cambio de coloracion de amarillo a azul, y su magnitud
es dependiente del contenido de fenoles presentes en la muestra”. Después
se mide esta coloracién en el espectrofotometro. 4 26

Procedimiento

-Se prepard una solucion stock de &cido galico de concentracion 800 pg/mL en
agua. Se preparo soluciones estandar de acido galico de 10, 20 y 40 pg/mL,
se midi6 100 pL de cada solucion estandar y se afiadié 500 pL de reactivo
Folin Ciocalteu (1:10), 400 uL de carbonato de sodio al 7,5 %. Se dejo reposar
por 30 minutos y se leyo las absorbancias a 765 nm”. 26. 35 37

-Se midi6 100 mg de extracto atomizado y se afiadié etanol 50° cantidad
suficiente para 10 mL (solucién A). Se medi6 2 mL de la solucion Ay se afiadio
etanol 50° cantidad suficiente para 25 mL (solucion B). Se medié 2 mL de la
solucién B y se agreg6 etanol 50° cantidad suficiente para 5 mL (solucion C).
Se medio 100 pL de la solucion C y se adiciono 500 pL de reactivo Folin
Ciocalteu (1:10), 400 pL de carbonato de sodio al 7,5 %. Se dejé reposar por
30 minutos y se ley6 las absorbancias a 765 nm., 26 35 37

Célculos:

Se Calcular el % de fenoles totales expresados en mg equivalentes de acido
galico por 1g de muestra.

3.3.5. Determinacion del contenido de flavonoides totales

-El contenido de flavonoides totales en la parte flavondica se concluyo6 por él
método de Zjishen et al. (2017) 2°, se apoya en la reaccion de los conjuntos
OH- de los flavonoides y el aluminio (Al+3) formando un complejo que se midié
en el espectrofotometro a una longitud de onda de 415 nm”.2°

Procedimiento

Se preparo una solucién stock de rutina de concentracion 40 pg/mL en etanol.
Se preparo soluciones estandar de rutina de 8, 12, 16, 20, 24, 28 y 32 pug/mL,
se midié 10 mL de cada solucion estandar y se afiadio 0,5 mL de cloruro de
aluminio al 2 % y etanol 50° cantidad suficiente para 5 mL. Se dejo reposar por

30 minutos y se ley6 las absorbancias a 415 nm.
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Se midi6 100 mg de extracto atomizado y se afadi6 etanol 50° cantidad
suficiente para 10 mL (solucion A). Se midi6é 2 mL de la solucion A y se afadio
etanol 50° cantidad suficiente para 25 mL (solucion B). Se midié 2 mL de la
solucion Ay se afiadio 0,5 mL de cloruro de aluminio al 2% y se afiadié 2,5 mL
de etanol 50°. Se dej6 reposar por 30 minutos y se leyo6 las absorbancias a
415 nm. 40

Célculos

Para establecer el costo del contenido de flavonoides totales, se procedié a
hacer una regresion lineal con las absorbancias conseguidas, de tal forma que
se consiga la siguiente ecuacion y=mx+b, para calcular el contenido de
flavonoides totales se tienen que suplir el costo que corresponde en el eje “Y”
y en el eje “X”, y mas adelante se expresa como miligramo equivalente de
rutina/g de muestra.?®

3.3.6. Evaluacion de la Capacidad Antioxidante

3.3.6.1. Método DPPH (2,2-difenil-1-picril hidracilo)

Se hizo Jla evaluacién cuantitativa de la actividad antioxidante siguiendo la
metodologia descrita por Souza et al. (2007) %, con modificaciones menores,
el seguimiento del consumo de extremista DPPH por las muestras, por medio
de el decrecimiento de la observancia de las resoluciones diferentes
concentraciones. Estas mediciones se han realizado en UV-Vis a una longitud
de onda de 515 nm, se us6 el trolox como control positivo. 3°

Procedimiento

Se prepar6 una alicuota de 280 pL del extracto del extremista DPPH (0.025
mg/mL en etanol) -se mezclé con 20 pL de extracto a evaluar y se puso a
reposar por 30 min en completa oscuridad y se monitoreo la desaparicion de
color. La absorbancia ha sido leida a 515 nm en un espectrofotometro UV-VIS.
La actividad antioxidante se calcul6 utilizando una curva de calibracion de
trolox (analogo de la vitamina E) los resultados van a ser expresados como
umol equivalente trolox/g de extracto (umol ET/ge).*

Caculos:
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“Calcular el porcentaje de actividad antioxidante”

{[Abscontrol - (Absmuestra - Absblanco)]X 100}
Abscontrol

%AA =

Donde:
Abs_ onirol: “Absorbancia inicial de la solucion metandlica de DPPH”
Absuestra: “Absorbancia de la reaccion del DPPH con la muestra”.

Abspianco : “Absorbancia del blanco”.* %

3.3.6.2. Determinacion de la capacidad antioxidante segun el método
ABTS.

Preparacion de la solucion madre de ABTS: “Se prepard una solucion madre
de ABTS (7 Mn), para ello se pesé exactamente 0.09601 g de ABTS (2,2" -
azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico acid) diamonium salt, 98 %) y se
disolvié en 25 mL de agua biodestilada”.*

Preparacion de la solucién de persulfato de potasio: “se prepar6 una solucion
de persulfato de potasio (2,45 Mn), para ello se peso6 0,0165 g de K2S,0gy se
disolvié en 25 mL de agua destilada”.*

Preparacién del radical ABTS™.

En un tarro &mbar, -se colocé 3 mL de la solucion maméa ABTS (7 Mn) y 3 mL
de la solucion de persulfato de potasio K25208 (2,45 Mn), se homogenizé y se
cubrié con papel aluminio. La solucién se incubé de 12 a 16 horas a

temperatura ambiente (x 25 °C) antecedente de su implementacion.

La solucion tiene una época de uso de 2 dias en refrigeracion. Una vez
conformado el extremista ABTS+ se diluy6é con etanol 96° hasta obtener un
costo de absorbancia comprendido entre 0,70 (£ 0,02) a 754 nm (longitud de

onda de maxima absorcién). 4

Procedimiento

Se coloco 20 uL de las resoluciones de los extractos a concentraciones de 50
a 250 ug/mL en tubos de vidrio y se logré reaccionar con 980 uL del extremista
ABTS.+. -Se midi6 la densidad éptica (ABSORVANCIA) de la mezcla de actitud
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al minuto 6 a 734 nm, los ensayos se han realizado por triplicado. Se construy6
la curva de calibracién con trolox a concentraciones de 50 a 250 ug/mL, y se
concluyo el porcentaje de inhibicion usando la siguiente ecuacion-:

Célculos:

Calcular el porcentaje de actividad antioxidante

{[Abscontrol - (Absmuestra - Absblanco)]X 100}

%AA =
& Abscontrol

Donde:
Abs onirol: “Absorbancia inicial de la solucion metandélica de DPPH”
Absuestra: “Absorbancia de la reaccion del DPPH con la muestra”.

Absyanco - “Absorbancia del blanco”.

3.3.7. Evaluacion de la actividad antiviral

3.3.7.1. Aislamiento de virus y propagacién del bacteriéfago

Para el aislamiento de virus (bacteri6fagos) se utilizé agua residual procedente
de la zona de Perico Huaycco, los cuales se filtraron utilizando filtros de
membrana y una bomba de vacio, este filtrado se distribuyd en viales estériles
en una cantidad de 1 mL por vial. “Estos viales se guardaron en refrigeracion.
Se sembro6 la cepa receptora de Escherichia Coli ATCC 13706, en caldo
nutritivo y se incub6 a 35 °C/18 — 24 h hasta obtener una concentracion de 108
Bac/mL”. Equivalente al estandar 0,5 de Mc. Farland.

Se mantuvo el agar nutritivo licuado a 45 °C en bafio maria.

En un matraz estéril de 50 mL se afiadio 1,0 mL de la cepa de E. coli ATCC
13706, y 0,1 mL de agua residual, se agitd haciendo movimientos ondulatorios
y se agreg6 agar nutritivo a una temperatura de 45 °C para luego verter en
placas de Petri de 15x100 nm.

Se dej6 enfriar hasta que solidifique e incub6 a 37 °C/ de 18 a 24 horas.

Se conto las placas de lisis formadas y se reportaron como UFP/mL
(Unidades formadoras de placa de lisis por mL). 1243, 44,45

3.3.7.2. Determinacion de la actividad antiviral

“Se realizo el siguiente procedimiento para tiempos de 10, 20, 40 y 80 minutos
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Se realizé diluciones sucesivas del extracto etanolico en concentraciones de
100 % (20 mg/mL), 50 % (10 mg/mL), 25 % (5 mg/mL), 12.5 % (2.5 mg/mL) y
6.25 % (1.25 mg/mL), en diferentes tubos en una cantidad de 0,8 mL por cada
tubo, a cada uno se adicion6 0,2 mL del filtrado del virus”.

“Se realizd el mismo procedimiento, en otros dos tubos, pero esta vez no se
utilizard el extracto, sino agua destilada que servira como control”.

“Se controld el tiempo de reaccion en todos estos tubos (por 10, 20, 40 y 80
minutos) a temperatura ambiente. Transcurrido los tiempos se hizo una
dilucion de 1 en 1 (para esto se tomara el mililitro de la mezcla extracto-virus
en 1 mL de agua destilada) para después inocular 0.2 ml de cada tubo en
matraces de 50 mL que contenian 1.0 mL de cultivo joven de E. coli ATCC
13706, se agitdé haciendo movimientos ondulatorios y se agreg6 agar nutritivo
a una temperatura de 45 °C para luego verterlas en placas de Petri de 15x100
mm”.

“Se incub6 a 37 °C por 24 horas y se observo la formacién de Unidades
Formadoras de Placa de lisis por mL (UFP/mL). El recuento de calvas se llevé
a cabo en placas expuestas con ayuda de la cuenta colonias. Se determiné la
concentracion media inhibitoria (CMI50)”. 12 43, 44, 45

3.3.7.3. Cuantificacion del bacteriofago

Para su cuantificacion se utilizé la siguiente formula.

_ X(N°placas)(1071%)

UPF 0.1 ml

3.3.7.4. ENSAYO ANTIVIRAL

Se evalud los efectos antivirales del extracto etandlico acidificado contra
bacteriéfagos Escherichia coli ATCC 13706. El extracto se disolvio en agua
destilada antes esterilizada y se filtr6 mediante una membrana de nitrocelulosa
con poros de 0.45 micras de diametro para garantizar su esterilidad. -Las
concentraciones ensayadas fueron de 0,25; 0,50 y 1 mg/mL respectivamente,
cada concentracion fue evaluada por duplicado. Una alicuota de 100 pL del
fago se confronté con 3 mL del extracto. Se evalud 5 tiempos de contacto: O,
15, 30, 60 y 360 min. Cada tiempo de reaccion fue neutralizada segun De
Siquiera. (1996) y SCFI (1999).
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Més adelante, -se hizo las proximas diluciones decimales de la actitud 10 - 2,
10-4,10-6, 10 - 8, y 10 - 10 en buffer fosfatos (PBS) con neutralizante. En
tubos que contenian 3 mL de TSB-agarosa 0.4 % (en estado liquido y a una
temperatura de 55 °C), se agreg6 50 pL de cada dilucion y 500 uL de la célula
hospedera. Las mezclas se agitaron delicadamente y se depositaron en placas
Petri con TSA. Las placas Petri se incubaron a 37 °C a lo largo de 24 horas y
se midio la UFP/mL para cada muestra. Los efectos sobre el bacteriéfago se
concluyeron por separado. Para asegurar los resultados antivirales
conseguidos por el extracto se integrd un control, que consistié en 100 uL del
bacteriéfago con 1 mL de la bacteria Escherichia coli ATCC 13706 y 3 mL de
PBS 0,1 M..

3.4. Tipoy disefio de investigacion
3.4.1. Tipo de investigacion
Basica, Experimental

3.4.2. Disefio de investigacion

El disefio que se realiz6 en la presente investigacion es de tipo experimental,
correspondiente a un experimento puro, ya que se ha manipulado
intencionalmente la variable independiente (Extracto hidroalcohdlico de las
cortezas de dos especies del género Cinchona.), asi mismo se ha empleado
un grupo control.

Simbolicamente y de forma abreviada, corresponde a:

Disefio experimental para el estudio de la actividad antiviral del extracto
hidroalcoholico de las cortezas de dos especies del género Cinchona del

distrito de Samugari - Ayacucho 2020..

RG:1 X1 O
RG> X2 02
RGs X3 O3
RGk Xk Ok
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Donde:

RGu: grupo control (blanco).

X1: Tratamiento, grupo control (blanco).

O:1: Medicion posterior, grupo control (blanco).
RG2, RGg, etc.: grupos tratamiento.

X2, X3, etc.: Tratamiento.

02, O3, etc.: Medicion posterior.

3.5. Andlisis de datos

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas, expresadas en valores
medios, en un intervalo de confianza del 95%, porcentajes de efectividad,
figuras que explican mejor los hallazgos. Se aplic6 un analisis de varianza para

implantar la significancia estadistica del método.

Para la capacidad antioxidante de los extractos se logré6 un disefio
experimental al azar con 3 repeticiones con significancia p<0,05 utilizando el
paquete estadistico SPSS (stadistical package for social sciences), se logro la
prueba de T Student de muestras independientes, prueba de Duncan para las

comparaciones distintas.

Para la capacidad antiviral se hizo la evaluacion de supervivencia del
bacteriéfago al azar tomando en cuenta 2 componentes: la concentracion de
extracto [100 % (20 mg/mL), 50 % (10 mg/mL), 25 % (5 mg/mL), 12,5 % (2,5
mg/mL) y 6,25 % (1,25 mg/mL)] y la era de contacto del fago (10, 20, 40 y 80
min). Se hizo los tratamientos por duplicado con 2 repeticiones cada una. Para
la cual se usé el paquete estadistico SPSS (stadistical package for social

sciences) para hacer el estudio de varianza (ANOVA) y p<0,05.
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V. RESULTADOS
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Tabla 1. -Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcoholico de
la corteza de dos especies del género Cinchona del distrito de Samugari -
Ayacucho 2020.

Especies
Metabolito i .
. Ensayos Cinchona . . Observaciones
Secundari inchona
ecundario pubescens L
officinalis L.
Vahl.
Dragendorff . + Pregipitado rojo
ladrillo
Wagner ++ + Precipitado rojo -
. vino
Alcaloides .
Mayer ++ + Precipitado blanco -
crema
Formacion de
Hager ++ + X
9 cristales
Coloracién amarillo -
Shinoda +++ +++ rojo: Flavonas y
flavonoles
Coloracion verde -
Cloruro férrico +++ +++ negro: Derivados del
catecol
Coloracion amarillo
Flavonoides Rx. Acida — t oscuro: Flavonas,
’ flavonoles y
flavononas.
Rx. Borntréger — t Coloracién naranja:
: Flavonas y flavonas
Rx. Gelatina - NaCl +++ +++ Fornr_mapmn EE .
precipitados: Taninos
Formacion de
i Espuma +++ +++
Saponinas, p espuma
Lactonas y/o Precipitado
cumarinas Baljet +++ +++ pit .
anaranjado - rojizo
. Forma una
Rx. Lieberman — -
burchard +++ +++ coloracion verde
. azulada
Terpenoides
Forma una
Rx. Kedde +++ +++ coloraciéon verde
azulada

Leyenda:

(+): Pocolleve

(++): Regular/moderado
(+++): Abundante/ intensa
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Figura 05. -Contenido de fenoles totales y flavonoides de los extractos
hidroalcohdlico de las cortezas de dos especies del género Cinchona del
distrito de Samugari - Ayacucho 2020..
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Especies
Tratamient Fenoles totales Flavonoides totales
ratamiento
(mg EAG/g) (mg ERu/g)
Quina roja 251,1 + 39,92 44,3 +0,62
Quina verde 113,2+1,235 7,7+0,8
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Figura 06. -Actividad antioxidante por el método de DPPH de los extractos
hidroalcohdlicos de las cortezas de dos especies del género Cinchona del
distrito de Samugari - Ayacucho 2020..

Trolox 25,6 + 0,98 50,5 + 0,48 95,5+0,129 39,7 +0,43*
Quina roja 11,6 +1,10° 18,5 + 3,95° 35,9 +5,37° 147,6 £ 9,59*
Quina verde 7,66 + 0,332 11,3+0,12° 17,1 +1,85° 309,5 +17,5*
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Figura 07. -Actividad antioxidante por el método de ABTS de los extractos
hidroalcohdlicos de las cortezas de dos especies del género Cinchona del
distrito de Samugari - Ayacucho 2020..

100.0

80.0

60.0

Actividad antioxidante (%)

40.0 +

20.0 1

-—
0.0
150 200 250 150 200 250 150 200 250
Trolox (ug/mL) Qinua roja Quina verde
Tratamiento
Actividad antioxidante (%)
Tratamiento Clso (ug/mL)
150 pg/mL 200 pg/mL 250 pg/mL
Trolox 53,6 + 0,63 68,1 +2,12° 82,7 +2,23f 143,8 + 2,48*
Quina roja 38,4 +1,84° 40,6 £ 0,47° 54,7 +11,1¢ 265,6 + 47,04*
Quina verde 11,6 + 8,462 15,5 + 2,212F 17,8 +1,48° 674,9 + 75,52*
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Tabla 02. -Unidades formadoras de placas por efecto del extracto
hidroalcohdlico de la corteza de Cinchona officinalis L. “quina”, “cascarilla
Verde”

10 180,0 + 0,02 30,0 £2,0° 20,0 +2,0° 15,0 £ 2,0¢ 7,5+ 3,2¢ 2,5+1,49 9,4 x 1022

40 180,0 £ 0,02 33,8 £4,8° 30,0+£3,5° 25,0 +4,60¢ 17,5 +2,5¢ 3,8+1,3¢ 8,1x 108




Tabla 03. “Unidades formadoras de placas por efecto del extracto

hidroalcohdlico de la corteza de Cinchona pubescens Vahl. “quina”, “cascarilla
colorada’

10 180,0 £ 0,02 10,3 +3,3° 8,8 +2,4b¢ 3,8 +£1,3¢d 1,3+0,3¢ 0,0 £0,0¢ 4,5x10%
20 180,0 £ 0,02 31,3+6,3° 15,0 £ 2,0¢ 5,0 + 2,0 1,3+0,3¢ 0,0 +0,0¢ 2,2x 1010
40 180,0 £ 0,02 16,3 +2,4° 7,5+1,4° 2,5+1,3 1,3+0,3¢ 0,0 £0,0¢ 3,5x10%
80 180,0 £ 0,02 43,8+8,8> 18,8+3,8% 11,3 +2,4¢ 3,8+2,44 0,0 £0,0d 2,1x 1016
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V. DISCUSION

El arbol de la quina o cascarilla es nuestro simbolo del escudo nacional, la
cual muestra nuestra riqueza vegetal, la utilizacion clasico a partir del siglo
XVII , hasta esta época es en el procedimiento de la malaria, hemorroides,
anesteésico, analgésico, astringente y febrifugo, de esta forma ademas como
en bebidas ténicas debido a que la quina tiene infinidad de beneficios
digestivos y depurativos en el organismo; su enorme proporcion de
metabolitos secundarios en la corteza del tronco nos otorgan enormes
caracteristicas medicinales.* > 648

En el lapso natural, constante, ineludible y productivo para la supervivencia,
las especies reactivas que se hallan en exceso dafian al organismo, es por
esa razon correctas defensas antioxidantes, para lograr neutralizar aquellos
compuestos, manteniendo la estabilidad en medio de las especies reactivas
y los antioxidantes, dichos conocimientos entienden procesos enzimaticos y
no enzimaticos.

En la tabla 01, observamos los resultados obtenidos de la evaluacion de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de la
corteza de dos especies del género Cinchona. “Mediante el analisis
fitoquimico se pudo determinar cualitativamente la presencia de flavonoides,
compuestos fendlicos, alcaloides, taninos, saponinas, lactonas, terpenoides”.
Resultando positivo con regular o moderada reaccion para Cinchona
Pubescens Vahl. “quina”, “cascarilla colorada” y poca o leve reaccion para la
Cinchona officinalis L. “quina”, “cascarilla verde”, por lo que el extracto
hidroalcdélico de las cortezas de dos especies del género Cinchona,
presentan un alto contenido de fenoles y flavonoides, los cuales otorgan
propiedades terapéuticas para nuestra salud. Estos resultados guardan
relacién con lo que nos demuestra Condor® en su “Estudio Quimico de los
tallos de Cinchona Pubescens Vahl”; Romero'® en su estudio “Efecto del
extracto metanalico de la corteza de Cinchona officinalis L. (Cascarilla) en el

comportamiento sexual de ratas machos” y Loayza et al.?> en su “Estudio
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Quimico de los tallos de Cinchona Pubescens” quienes sefialan la existencia
de alcaloides, grupos fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas, catequinas,
guinonas, terpenos y esteroides. Estos autores expresan la existencia de
estos metabolitos secundarios confirmando con lo que en esta investigacion
se halla.

En la figura 06, En la que se muestra los valores de fenoles totales en
miligramo equivalentes a acido galico por gramo de extracto (mg EAG/g) del
extracto hidroalcdlico de las cortezas de 2 especies del género Cinchona
‘quina”, en las variedades colorada y verde. El extracto de la diversidad de la
guina colorada muestra mas grande contenido de fenoles totales (251,1 +
39,9 mg EAG/Qg) en relacion a la pluralidad de la Quina verde (113,2 + 1,23
mg EAG/g). La técnica en su mayoria usada y que otorga una evolucion
instantanea y eficaz para lograr decidir el contenido de fenoles en extractos
vegetales es el método de Folin-Ciocalteau. Estos resultados guardan
relacién con lo que nos demuestra Palomino* en su estudio “Contenido de
fenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante del extracto atomizado

”m

de las flores de Brachyotum naudinii Triana, gihwncha” y Avalos®® en su
estudio “Actividad antioxidante y contenido de fenoles totales en vinos de
origen nacional”, Estos autores expresan la presencia de estos metabolitos
secundarios confirmando con lo que en esta investigacion se halla.

Asi mismo, se presenta el contenido de “flavonoides en miligramos
equivalentes a rutina por gramo de extracto (mg ERu/g) del extracto
hidroalcohdlico de las cortezas de dos especies del género Cinchona - Quina,
El extracto de la variedad de quina colorada presenta mayor contenido de
flavonoides (44,3 + 0,6 mg ERu/g) respecto a la variedad quina verde (7,7 +
0,8 mg ERu/g)”.

Estos resultados guardan relaciéon con lo que nos demuestra Ayvar?® en su
estudio “Actividad antinflamatoria y antioxidante in vitro de la fraccion
flavonoica aislada de las hojas de Nasturtium officinale R.Br. “berro”, y Cruz
47 en su estudio “Evaluacion de la Actividad Antioxidante, Antibacteriana y

Antifungica “In Vitro” del Extracto Alcohdlico de Cestrum auriculatum I'hér.
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“‘Hierba Santa” en Bacterias Patégenas Grampositivas, Gramnegativas y
Hongos”, esto es acorde con lo que en estudio se halla.

Barukcic y Sola’ en su estudio “Desarrollo de formulaciones fito-cosméticas
antioxidantes empleando como sustancia activa el extracto seco de Cinchona
pubescens Vahl, Rubiaceae (Cascarilla)” y Bonilla?’ en su “estudio
fitoquimico y actividad antioxidante in vitro de hojas y flores de Passiflora
manicata, menciona que el contenido de fenoles totales y flavonoides, se
puede usar como una fuente natural de antioxidantes y asi mismo presentan
actividades farmacoldgicas tales como la inhibicion enzimas, actividad
antinflamatorias, antibacterianas, antitumoral y antiviral.

Lopez'?, nos menciona que los procedimientos in vitro para evaluar la
actividad antioxidante son numerosos, debido a que en dichos métodos usan
una apresurada oxidacion, incluyendo un innovador nombrado fuente
generadora de radicales, que utilizando un sistema de prueba asume que la
oxidacion es inhibida por la captura de dichos radicales; por impacto estos
métodos se enfocan en monitorear la capacidad de los extractos para la
captura de los radicales libres o la inhibicién de su formacion.

Con esta idea usamos los procedimientos para la presente averiguacion,
donde la actividad antioxidante ha sido evaluada por medio de 2 ensayos in
vitro, ABTS y DPPH, los cuales fueron seleccionados ya que son usados
extensamente para decidir el potencial antioxidante de cuantiosos extractos

de plantas y productos naturales.

En la figura 07, se muestra los valores del valor porcentual de actividad
antioxidante por el método DPPH de los extractos hidroalcohdlicos de las
cortezas de 2 especies del género Cinchona “quina” en las variedades roja y
verde a las concentraciones de 25, 50 y 100 pg/mL. El extracto de la
diversidad de quina roja, a la concentracién de 100 pug/mL, muestra mas
enorme actividad antioxidante (35,9 £ 5,37 %) respecto a la variedad de quina
verde (17,1 £ 1,85 %), siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(p < 0,05).
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Esta establecido que a menor precio de la concentracion media inhibitoria
(C150), més enorme es la actividad antioxidante. El extracto de la variedad de
quina colorada muestra mas enorme actividad antioxidante (147,6 + 9,59
pg/mL), respecto a la variedad de quina verde (309,5 + 17,5 pg/mL), aunque
estadisticamente menor al Trolox (39,7 £ 0,43 pg/mL), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05).

Dichos resultados albergan interaccion con lo cual nos muestra Bonilla?” en su
averiguacion “Estudio fitoquimico y actividad antioxidante in vitro de hojas y
flores de Passiflora Manicata, en otras palabras, acorde con lo cual en analisis

Se encuentra.

En la figura 08, se muestra los valores del “porcentaje de actividad antioxidante
por el método ABTS” de los extractos hidroalcohdlicos de las cortezas de 2
especies del género Cinchona “Quina” en las variedades de Quina roja y verde
a las concentraciones de 150, 200 y 250 pug/mL, muestra mas grande actividad
antioxidante (54,7 + 11,1 %) en relacion a la diversidad verde (17,8 + 1,48 %),
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05). Aunque
presentaron valores estadisticamente menores (p < 0,05) al estandar Trolox
(82,7 + 2,23 %).

De igual manera, se muestra los valores de la concentracion media inhibitoria.
Se establece que a menor costo de la concentracién media inhibitoria (CI50),
mas grande es la actividad antioxidante. El extracto de la variedad roja
presenta mayor actividad antioxidante (265,6 + 47,04 pg/mL), respecto a la
variedad verde (674,9 + 75,52 yug/mL), aunque estadistica menor al Trolox
(143,8 £ 2,48 pg/mL), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p
< 0,05).

Estos resultados guardan relacién con lo que nos demuestra Palomino* en su
estudio “Contenido de fenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante del
extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana “gihwncha”, asi
también Barukcic y Sola’ en su estudio “Desarrollo de formulaciones fito-
cosméticas antioxidantes empleando como sustancia activa el extracto seco
de Cinchona pubescens Vahl, RUBIACEAE (Cascarilla)”, Lopez'? en su
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estudio “Evaluacion de la actividad antiviral y antioxidante de los extractos de
hojas de Guanabana (Annona muriata L)”, Bonilla?’ en su investigacion
“Estudio fitoquimico y actividad antioxidante in vitro de hojas y flores de
Passiflora manicata”, Llatance* en su estudio “Actividad antioxidante de
extractos de diez vegetales de la regidén amazonas”, Torres* en su estudio
“Contenido de compuestos fendlicos”, flaonoides y actividad antioxidante de
brachyotum naudinii Triana “gihwncha”, todo ello es conforme con lo que en

estudio se halla.

En la presente indagacion la actividad antiviral ha sido evaluada como modelo
viral in vitro por medio de la utilizacién del fago E. coli 13706. Se utilizé el
extracto hidroalcohdlico de la corteza de las dos especies en estudio, ya que
presentaron actividad antioxidante, y se utilizaron concentraciones 1.25, 2.5,
5.0 y 10 mg/mL, respectivamente y cuatro tiempos de contacto (10, 20, 40, 80
min).

Segun Loépez'?, para lograr hacer evaluar la actividad antiviral usamos los
ensayos in vitro y la utilizacion de las caracteristicas liticas de los
bacteriofagos, los cuales representa un modelo sencillo, veloz y de manera
enorme especifico para poder hacer comparar con modelos de virus humanos.
En la Tabla 02, “se presenta los valores de UFP por efecto del extracto
hidroalcohdlico de corteza de Cinchona officinalis L. “quina”, “cascarilla verde”,
se observa que los valores de UFP reducen mientras se incrementa la
concentracion y mientras aumenta la era con respecto al control (180 * 1,2),
en esta situacion la mas grande concentracion es 20 mg/mL y el mas grande
tiempo de exposicion ha sido de 80 minutos dandonos como consecuencia
una reduccion hasta 13,0 + 1,2. observandose de esta forma una reduccion
significativa del bacteriofago.

En la Tabla 03, se muestra los valores de UFP por impacto del extracto
hidroalcohdlico de la corteza de Cinchona pubescens Vahl “quina”, Cascarilla
Colorada”, se observa que los niveles de UFP reducen mientras se incrementa
la concentracion y mientras aumenta la era con respecto al control (180 +1,2),

en esta situacion la mas grande concentracion es 20 mg/mL y el mas grande
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tiempo de exposicion ha sido de 80 minutos dandonos como consecuencia
una reduccion total del bacteriéfago.

Al comparar los valores de UFP por efecto del extracto hidroalcohdlico de
ambas especies, el mayor efecto observado fue de Cinchona pubescens Vahl.
“quina”, cascarilla colorada”. Estos estudios previos demuestran los efectos
antivirales asi como reporta Lopez!?> en su estudio de “Evaluaciéon de la
actividad antiviral y antioxidante de los extractos de hojas de Guanabana
(Annona muriata L), Martinez” et al.’® en su estudio de Actividad antiviral y
estudio de citotoxicidad de vinos tintos Sauvignon, Villalobos!’ en su estudio
de Efecto antibacteriano in vitro de los extractos etandlicos de Cinchona
officinalis (cascarilla) y Solanum nigrum (hierba mora) sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923, y asi también fernandez!® en su estudio titulado
Extraccion de compuestos fendlicos de la macroalga marina (lessonia
trabeculata), determinacion de su actividad antioxidante y evaluacion
citotoxica”. Demostrando asi que el contenido de fenoles, flavonoides de los
extractos hidroalcohdlicos de la corteza de dos especies del género Cinchona
‘presentan actividad antioxidante y actividad antiviral” en la presente

investigacion.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcélico de las cortezas de las 2 especies del género
Cinchona presentan “actividad antioxidante” por los métodos ABTS y
DPPH, siendo la Cinchona pubescens Vahl “quina”, “cascarilla colorada”
(147,6 £9,59 ng/mL y 265,6 + 47,04 pg/mL) con mayor actividad respecto
a la Cinchona officinalis L. “quina”, “cascarilla verde” (309,5 + 17,5 pg/mL
y 764,9 £ 75,52 pg/mL).

El extracto hidroalcdlico de las cortezas de las dos especien del género
cinchona presentan actividad antiviral, siendo la Cinchona pubescens

” 113

Vahl “quina”, “cascarilla colorada” con mayor actividad respecto a la

” o«

Cinchona officinalis L. “quina”, “cascarilla verde

Los metabolitos secundarios identificados cualitativamente en ambas
especies son fenoles, flavonoides, alcaloides, taninos, saponinas,
lactonas, terpenoides, encontrdndose mayor cantidad de alcaloides en la
quina roja.

La proporcion de fenoles totales presentes en los extractos hidroalcélicos
de las cortezas de 2 especies del género cinchona, es de 251,1 + 39,9
mg EAG/g, en la Cinchona pubescens Vahl “quina”, “cascarilla colorada”
y 113,2 £ 1,23 mg EAG/g, en la Cinchona officinalis L “quina”, “cascarilla
verde”.

La cantidad de flavonoides totales presentes en los extractos
hidroalcolicos de las cortezas de dos especies del género Cinchona, es

de 44,3 + 0,6 mg ERu/g en la Cinchona pubescens Vahl “quina”,
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“cascarilla colorada” y 7,7 £ 0,8 mg ERu/g en la Cinchona officinalis L.

“‘quina”, “cascarilla verde”.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Desarrollar mas estudios de investigacién acerca de estas dos especies
del género Cinchona, primordialmente de la corteza, ya que contienen
una variedad de metabolitos secundarios.

2. Desarrollar investigaciones que permitan evaluar otras actividades
farmacolégicas metabdlicas cardiovasculares, antitumorales etc.

3. Hacer estudios que propongan una correcta conservacion, propagacion
y la utilizacién racional de esta planta, debido a que esta considerado
como una especie en riesgo de extincidén, por su mala conservacion en

el Perd.
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Anexo 01. _ _
Certificado de la clasificacién taxonémica de Cinchona officinalis L “quina”,

“cascarilla verde”

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Urpi Victoria, ARCE TRUJILLO,

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, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION . MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE SR ASTERIDAE

ORDEN 3 RUBIALES

FAMILIA : ORUBIACEAE

GENERO : Cinchona

ESPECIE : Cinchona officinalis L.
N.V. ; ‘quina”, “cascarilla verde”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesa

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 13 de Agosto del 2 020.

I

hURNAUCASIME“MED et )
BIOLOGA
Req.c.a.p.mmm.m

56



Anexo 02. Certificado de la clasificacion taxonémica de Cinchona pubescens

Vahl “quina”, “cascarilla colorada”.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Urpi Victoria, ARCE TRUJILLO,

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, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION - MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : RUBIALES

FAMILIA ; RUBIACEAE

GENERO : Cinchona

ESPECIE ; Cinchona pubescens Vabhl.
N.V. 3 ‘guina ", * cascarilla colorada®

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesa

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 13 de Agosto del 2 020.

ER

LAURA AUCASIME MEDINA
BIOLDGA
Reg. C.B.P.N“SS:!C.R.-XIII
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Anexo 03. Flujograma del procedimiento experimental del extracto atomizado
de las dos especies.
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Anexo 04. Procedimiento para la -obtencion del extracto hidroalcdlico de las
cortezas de dos especies del género Cinchona Ayacucho 2021..
[ -1

* 10885 o

Recoleccion, secado vy Se peso, 100,04 de la corteza de Cinchona

triturado de las cortezas de officinalis L. “quina”, “cascarilla verde” y

dos especies del género 100,05 de la corteza de Cinchona

Cinchona pubescens Vahl “quina”’, “cascarilla
colorada”.

Se diluy6 con 300 mL de OH 70%, se
agito diariamente durante 30 minutos
y se macero por 14 dias, a
temperatura ambiente y en un lugar
aleiado de la luz.

Se procedio a filtrar con el uso
de la bomba al vacio.

Se evaporo el alcohol mediante Se procede a medir el grado de

el uso de rotavapor a una alcohol ante del atomizado. Se

temperatura de 60° por 30 debe tener en cuenta el grado

minutos. alcohdlico, debe de ser menor a
10°
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Anexo 05. Procedimiento para la obtencién del polvo fino por medio del
secado por aspersion del extracto hidroalcohdlico de las cortezas de dos

especies del género Cinchona Ayacucho 2020..

Equipo: atomizador BUCHI Mini
Spray Driver b290 del “Centro
de Desarrollo y Analisis y
Control de calidad de
Medicamentos y Fitoquimico”.

Las muestras de atomizaron
durante 5 horas y se obtuvo un
polvo fino.

Los extractos atomizados se colocaron
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Anexo 06. -Resultados de la identificacién fitoquimica del extracto

hidroalcohdlico de dos especies del género Cinchona. Ayacucho 2020.
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Anexo 07. -Resultados de la identificaciébn fitoquimica del extracto
hidroalcohdlico de dos especies del género Cinchona. Ayacucho 2020.
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Anexo 08. -Resultados de la identificaciébn fitoquimica del extracto
hidroalcohdlico de dos especies del género Cinchona. Ayacucho 2020.

Cinchona Cinchona
officinalis L. PHARAGAE offcm_alls"L.
“quina” It quina’
“cascarilla ! “cascarilla
verde” verde”

Cinchona
officinalis L.
“quina”
“cascarilla
verde”

Cloruro férrico

Cinchona ) : Cinchona

officinalis St officinalis

L. “quina” 4 L. “quina”

“cascarilla : “cascarilla
: e verde”
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Anexo 09. .Cuantificacion de fenoles totales del extracto hidroalcohdlico de
dos especies del género Cinchona. Ayacucho 2020.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

Mp: 100 mg/EtOH 50°

|L> M: 10 mL

By T P m:5mL [ N Mp: 100uL

—
Cinchons officinalis L.
“quina”
“cascarilla verde™

-

Stock: Acido

Gilico acoisg/ial) |:> {10, 20, 40 y 60 ug/mL)

Folin (1:10) =) | 1500 ug/mt] Blanco

NaC0z3 7,5 % > | 1400 ug/mi]

Reposo 30 min. Leer Abs 765 nm.
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Anexo 10. .Cuantificacion de flavonoides totales del extracto hidroalcohdlico
de dos especies del género Cinchona. Ayacucho 2020.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FLAVONOIDES TOTALES

Mp: 100mg/EtOH 50° csp

L,

M1,1:25 mL

Cinchona omcinals L
"
“cascarilla verde"

-

Stock: Acido
Rutina jsoug/my)

2,5mi MeOH,

EtOH 50° csp

AICI3 2% (mL)

EtOH 50° csp

=
=
=

B: EtOH 50° csp

0.5mL

50mL

Reposo 20 min. Leer Abs 415 nm.
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Anexo 11..Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH del
extracto hidroalcohdlico de dos especies del género Cinchona. Ayacucho
2020.

\‘l
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Anexo 12. .Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS del
extracto hidroalcohdlico de dos especies del género Cinchona. Ayacucho
2020.
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Anexo 13. Recoleccién del agua residual de la planta de tratamiento de
totorilla y obtencion del bacteriéfago, Ayacucho 2020.
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Anexo 14. Procedimiento para la obtencién de la cepa hospedera E. coli ATCC
13706 en los laboratorios de Virologia, Ayacucho 2020.

Pesaje de caldo y agar Siembra de la cepa de
nutritivo E. ColiATCC 13706 en agar inclinado

Incubacion a 37°C por 24
horas

Obtencién de
cultivo joven de
lacepa Ecoli
ATCC 13706
10° Bac/mL
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Anexo 15. Determinacion de la actividad antiviral del extracto hidroalcohdlico
de dos especies del género Cinchona. Ayacucho 2020-.

Pessje de Extmcto
Atomizado Quina

~ Sol. Madre Quina
Verde y Quina Roja

0.2 mL de cads tubo + 1mL C.J. Agua 0.8 ml+0.2ml
de E. ggli ATCC 13708 + 15 mL Bacteriéfagos v
de Agar a 45°C, homogenizar. reposar a 4 tiempos.

Incubacion a 37°C x 24h

Presencia de bacteridfagos:
formacidn de calvas o UFP

i
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Anexo 16. “Andlisis de varianza de la actividad antioxidante por el método
DPPH del extracto hidroalcohdlico de dos especies del género Cinchona.
Ayacucho 2020”.

ANVA para la comparacion de la actividad antioxidante (%)

cundrados  ©  cuacrdtica " sig.
gES;t)r:s 187284 8,0 2341,0 17479 2,1x 102
DSPJ;;:SB 24,1 18,0 1,3
Total 187525 26

Si: sig. <0,05: por lo menos uno de los tratamientos es diferente al resto.
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Anexo 17. Comparaciones multiples de Duncan de “las medias de la actividad
antioxidante por el método DPPH del extracto hidroalcohdlico de dos especies

del género Cinchona. Ayacucho 2020

DUNCAN
. Subconjuntos homogéneos “%AA
Tratamiento N 1 2 3 4 5 6 7
Quina verde 25 ug/mL 3 7T
Quina verde 50 ug/mL 3 11,3
Quina roja 25 ug/mL 3 11,6
Quina verde 100 ug/mL 3 17 1
Quina roja 50 ug/mL 3 18,5
Trolox 25 ug/mL 3 256
Quina roja 100 ug/mL 3 359
Trolox 50 ug/mL 3 50,5
Trolox 100 ug/mL 954
Sig. 1.00 0,77 0,16 1,00 1,00 1,00 1,00
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Anexo 18. Andlisis de varianza de “la actividad antioxidante por el método
ABTS del extracto hidroalcohdlico de dos especies del género Cinchona.
Ayacucho 2020”.

ANCOVA para actividad antioxidante (%)

Suma de Media .
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre 14574 6 8.0 1821 8 310.9 26x%107
grupos
Dentro de 105.5 18.0 59
gQrupos
Total 14680 1 26
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Anexo 19. Comparaciones multiples de Duncan de las medias de “la actividad

antioxidante por el método ABTS del extracto hidroalcohdlico de dos especies

del género Cinchona. Ayacucho 2020

DUNCAN (%)

Duncan?
Subconjunto para alfa = 0.05
Fact_AA 1 2 3 4 5 7]
Cuina verde 25 ug/mL 115733
CQuina verde 50 ug/mL 15.4933 15,4833

CQuina verde 100 ug/mL
Cluina roja 25 ug/mL
Qwina roja 50 ug/mL
Trolox 25 ug/mL

Quina roja 100 ug/mL

Trolox 50 ug/mL
Trolox 100 ug/mL
Sig.

17,8400
38,3533
40,5600
53,6100
54 6767
63,0100
827600
063 251 279 596 1,000 1,000

74



Anexo 20. Concentraciones medias inhibitoria de “la actividad antioxidante por
el método DPPH del extracto hidroalcohdlico de dos especies del género
Cinchona. Ayacucho 2020”.

ANVA para CI50

Entre .
grupos 110564,1 2,0 55282,0 2025,0 3,2x10
Dentro de 163.8 6.0 273

grupos
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Anexo 21. Concentraciones medias inhibitoria de “la actividad antioxidante por
el método ABTS del extracto hidroalcohdlico de dos especies del género
Cinchona. Ayacucho 2020”.

ANVA para CI50

Entre

imos 4635863 2.0 2317932 4653 0.0
Dentro de 2088,7 6.0 4981
grupos
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ANEXO 22

MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: Actividad antioxidante y antiviral del extracto hidroalcohdlico de la corteza de dos especies del género Cinchona
del distrito de Samugari - Ayacucho 2020.

TITULO PROBLEMA OB.JETIVOS HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLE METODOLOGIA
Actividad ;Tendra actividad | General: Hi: El  extracto | Aspectos botanicos de las | -Variable independiente: | Nivel de investigacion. Experimental
antioxidante vy | antioxidante y | Determinar la actividad | hidroalcohdlico de | cortezas de dos especies del | Extracto  hidroalcohdlico | Poblacidn: cortezas secas de dos
antiviral del | antiviral el extracto | anfioxidante v  antiviral del | las cortezas de dos | género Cinchona.. de las cortezas de dos | especies del género Cinchona gque
extracto hidroalcohdlico  de | extracte hidroalcohdlico de las | especies del género | Clasificacion taxondmica de | especies del género | perfenecen al distrito de samugan.
hidrealcohélico las cortezas de dos | cortezas de dos especies del | Cinchona presentan | Cinchona. Cinchona. Muestra. 100 gramos de las cortezas de
de las cortezas | especies del género | género Ginchona.. actividad Habitad y distribucion. -Indicador: dos especies del género Cinchona.
en dos especies | Cinchona del disirito | Especificos: anticxidante y | Descripcién botdnica. Extracto de 100, 200,400y | Métodos: Poder de captacidn de
del genero | de  Samugan - | ldentificar  los metabolitos | antiviral. Composicion quimica y | 600 mg. radicales por método DPPH y ABTS.
Cinchona. Ayacucho 20207 secundarios en el extracto | Hoo  El  extracto | bioactividad. Variable dependiente: Estandar: Trolox 25, 50, 100, 150, 200 y
Ayacucho 2020. hidroalcohdlico de las cortezas | hidroalcohdlico de | Usos  en  la  medicina | Actividad antioxidante y | 250 pg/mL

de dos especies del género | las cortezas de dos | tradicional. antiviral Analisis de datos:

Cinchona.

Evaluar la actividad antioxidante
de los extractos mediante
ensayos in vitro, DPPH y ABTS.
Evaluar la actividad antiviral de
los extractos hidroalcohdlicos
que muestren mayor actividad
antioxidante utilizando
bacteriéfagos modelo
enteroviral.

como

especies del género

Cinchona no
presentan actividad
anticxidante y
antiviral.

Metabolitos secundarios.
Actividad farmacoldgica.
Radical libre.

Formacion de radicales libres.
Estrés oxidativo.

Antioxidante.

Mecanismo de accion de los
antioxidantes.

Actividad  antioxidante  de
flavonoides vy compuestos
fendlicos.

Ensayos para evaluar la
actividad antioxidante.
Bacteridfago.

Regplicacion de los
bacteridfagos.

Ensayo celular para evaluar la
actividad antiviral.

-Indicador:
Porcentaje de captacion o

secuestro de radicales
libres.

Cuantificacién del
bacteridfago.

Los datos seran agrupados y presentados
en tablas, expresadas en valores medios,
en un intervalo de confianza del 95%,
porcentajes de eficacia, figuras que
explican mejor los hallazgos. Teniendo en
cuenta una pd.05 para considerar
significativos los hallazgos. Se aplicara un
andlisis de varianza para establecer la
significancia estadistica del tratamiento.
Los resultados seran presentados en
graficos, tablas vy figuras, estos datos
seran vaciados al programa estadistico
SPSS mediante la prueba estadisticade T
student, ANOVA y Duncan.

Para la capacidad antioxidante se
realizard un disefio experimental al azar
con 3 repeticiones con significancia P
menar 0.05.

Para la evaluacién de supervivencia del
bacteriofago al azar considerando 2
factores; la concentracion de extracto {1,
10, 50 y 100mg/ml) y el tiempo de contacto
del fago (0, 15, 30, 60 y 360 min)
expresada como fago log10, se utilizd
ANOVA y alfa=0.05.
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