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Contenido de antocianinas, actividad antioxidante y fotoprotectora in vitro

del extracto hidroalcohdlico de las flores de Brachyotum naudinii Triana

Autora : Bach. EYLEN ALMENDRA ORTIZ PEREZ
Asesor . Dr. MARCO ROLANDO ARONES JARA
RESUMEN

Brachyotum naudinii Triana es una especie vegetal abundante en los
afloramientos rocosos del Bosque de Piedras de Huaraca en Vinchos, cuyas flores
presentan un importante contenido de compuestos fendlicos. Es por ello, que la
presente investigacion tiene como objetivo determinar su contenido de
antocianinas, actividad antioxidante y fotoprotectora. Se identificd la presencia
antocianinas en las flores liofilizadas mediante pruebas de coloracion a la gota,
barrido espectral y por cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplada a
espectrometria de masas. El extracto hidroalcohdlico seco se obtuvo por
extraccion acelerada con solventes utilizando como solvente etanol de 70°
acidulado con acido citrico a pH 3,18 y mediante secado por aspersion. El
contenido de antocianinas totales (TAC) en el extracto hidroalcohdlico seco se
determind por el método de pH-diferencial y el contenido de fenoles totales (TFC)
por el método de Folin Ciocalteu. La actividad antioxidante (AA) se determino
mediante el ensayo del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). El factor de
proteccion solar (FPS) in vitro se determiné por el método de Mansur. Los
resultados evidencian que las flores de Brachyotum naudinii presentan tres
nuevos compuestos de antocianinas no identificadas. El TAC fue de 1148,6 + 59,9
g/100 g y el TFC de 194,84 + 4,07 mg GAE/g. La AA a la concentraciéon de 100
pg/mL fue de 49,2 + 0,7%; la concentracion media inhibitoria fue de 66,4 + 0,9
pa/mL y el FPS in vitro fue 1,7. Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de las
flores de Brachyotum naudinii presenta antocianinas con importante actividad
antioxidante, aunque escasa actividad fotoprotectora solar in vitro.

Palabras clave. Antocianinas, potencial antioxidante, factor de fotoproteccion,

Brachyotum naudinii.
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l. INTRODUCCION
Brachyotum naudinii, es una especie que pertenece a la familia Melastomataceae
y crece en nuestro pais en las zonas altoandinas entre 3000 — 4500 msnm,
muchas veces en lugares inhdspitos y sometidos a heladas. B. naudinii presenta
flores muy vistosas de color purpura rojo parpura,t? las cuales aparte de atraer a
polinizadores, son una fuente potencial para la obtencién de colorantes naturales.?
Actualmente, los colorantes naturales son una alternativa a los colorantes
artificiales, tanto en la industria farmacéutica como alimentaria.* Entre los
colorantes naturales, las antocianinas se han convertido en alternativas bien
conocidas a los tintes sintéticos.*
Las antocianinas son pigmentos responsables de los colores en las plantas, ya
sea hojas, tallos, frutos, raices y flores.* Son pigmentos solubles en agua, lo que
facilita su incorporacion a un sistema alimentario acuoso; ademas que no son
toxicos.* Asi mismo, las antocianinas son beneficiosos para la salud y poseen
propiedades antioxidantes.*
La familia Melastomataceae esta considerada como la séptima familia de plantas
con flores mas grande. Los principales constituyentes quimicos de esta familia
pertenecen a terpenoides, fendlicos simples, quinonas, lignanos y sus glucdsidos,
asi como a una amplia gama de taninos o polifenoles, principalmente oligdbmeros
de taninos hidrolizables de pesos moleculares de hasta 4600 Da, y algunos
flavonoides y antocianinas aciladas.®
Las antocianinas aisladas de plantas de la familia Melastomataceas son la
pelargonidina, la cianidina, la peonidina, la delfinidina y glicésidos de malvidina.®
En varias especies de esta familia se han reportado la presencia de derivados de
malvidina en sus flores, tales como, en Melatoma malabathricum, Tibouchina
semicandra, Tibouchina granulosa y Tibouchina urvilleana.®
El contenido de antocianinas aciladas en las flores de la familia Melastomataceae

les da importancia econémica como fuentes de colorantes alimentarios naturales.



Brachyotum microdom también es una especie de la familia Melastomataceae,
gue presenta flores de color parpura, similares a las flores de Brachyotum naudinii.
Se ha reportado, en las flores de B. microdom, la presencia de compuestos
fendlicos, flavonoides, flavonas y/o flavonoles, antocianinas, antraquinonas,
chalconas y quinonas.®

Asimismo, en un estudio preliminar se ha reportado que las flores de Brachyotum
naudinii Triana esta compuesto por flavonoides, taninos, antocianinas, cumarinas,
cardioténicos, quinonas y saponinas.! Ademas, se ha determinado que las flores
de B. naudinii presentan un apreciable contenido de compuestos fendlicos y
potencial actividad antioxidante.*

La biosintesis de antocianinas es esencial para el desarrollo de las flores para
muchas angiospermas, ya que proporcionan una de las principales influencias en
la elecciébn de polinizadores potenciales. Las antocianinas son uno de los
pigmentos que dan color a las flores, son solubles y es encuentran en las vacuolas;
ademas que son los responsables del color rosa, rojo, naranja, escarlata, parpura,
azul y azul-negro de las flores. Asimismo, las antocianinas protegen a la planta
frente a la radiacién ultravioleta, convirtiéndolos en candidatos para su aplicacion
como fotoprotectores solares.’

La radiacion UV-B produce efectos adversos en la piel humana, que incluyen
eritema, envejecimiento cutaneo acelerado e induccion de cancer de piel.® Estos
efectos adversos se pueden prevenir usando compuestos quimicos filtros solares.®
Algunas sustancias naturales extraidas de las plantas son recursos potenciales
como protectores solares, debido a que absorben de rayos ultravioleta en la region
UV y su poder antioxidante. Las plantas medicinales con capacidad antioxidante
pueden brindar nuevas posibilidades para el tratamiento y la prevencion de
enfermedades mediadas por los rayos UV.°

Actualmente la demanda de consumidores de alimentos con colores provenientes
de la naturaleza o de las personas, que desean tener pigmentos naturales en sus
lociones o cosmeéticos, aumenta cada dia. Y si se detectan actividades
antioxidantes y/o fotoprotectoras en estos colorantes naturales, el interés en su
uso aumentara, atiin mas la valorizacion de nuestros recursos naturales.®

En ese sentido, la presente investigacion tuvo como objetivos los siguientes;
Objetivo general:

Determinar el contenido de antocianinas, actividad antioxidante y fotoprotectora in

vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores de Brachyotum naudinii Triana



Objetivos especificos:

o Evaluar el contenido de antocianinas en las flores de Brachyotum naudinii
Triana.

o Evaluar la actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico de las
flores de Brachyotum naudinii Triana.

. Evaluar la actividad fotoprotectora solar in vitro del extracto hidroalcohdlico

de las flores de Brachyotum naudinii Triana.






Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio
Palomino,! en el 2018, determiné que el extracto hidroalcohdlico de las flores de
Brachyotum naudinii Triana estd compuesto por flavonoides, taninos,
antocianinas, cumarinas, cardioténicos, quinonas y saponinas. Asi mismo,
determindé que el extracto hidroalcohdlico de las flores de B. naudinii, presenta
actividad antioxidante, al calcular la concentraciébn media inhibitoria, por los
métodos de DPPH (80,6 + 0,85 ug/mL), ABTS (244,6 + 3,93 ug/mL) y FRAP (64,8
+ 3,09 pug/mL), aunque estadisticamente diferentes al Trolox.
Ibafiez et al.,'* en el 2016, reportaron los resultados del tamizaje fitoquimico y la
evaluacion del potencial fotoprotector de las flores de Brachyotum microdom. Esta
especie tiene flores de color puarpura tal cual presenta Brachyotum naudinii.
Realizaron ensayos preliminares en un extracto etandlico de las flores, en el que
evidenciaron la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides, flavonas y/o
flavonoles, antocianinas, antragquinonas, chalconas y quinonas.! Estos resultados
coinciden con lo encontrado en Brachyotum naudinii.
A continuacién, se describen investigaciones de algunas especies de la familia
Melastomataceae, con estudios de composicién quimica en flores, las cuales
pueden orientar al entendimiento de los resultados de la presente investigacion.
Ocampo et al.® refieren que las flores de las especies de la familia
Melastomataceae contienen antocianinas y que las antocianinas aisladas son la
pelargonidina, la cianidina, la peonidina, la delfinidina y glicésidos de malvidina.®
Asimismo, refieren que en las flores de varias especies de esta familia se han
reportado la presencia de derivados de malvidina, tales como, en Melatoma
malabathricum, Tibouchina semicandra, Tibouchina granulosa y Tibouchina
urvilleana.® El contenido de antocianinas aciladas en las flores de la familia
Melastomataceae les da importancia econdmica como fuentes de colorantes

alimentarios naturales.



Manjunatha et al.,'? refieren que las flores de Melastoma malabathricum son de
color violeta y que presentan antocianinas, acido elagico, flavonoides como la
guercetina y variedades de kaempferol. También refieren que se han investigado
las actividades antimicrobianas, antibacterianas, antiparasitarias, antivirales,
antioxidantes, anticoagulantes, activadoras de plaquetas y antiinflamatorias en el
extracto de flores de M. malabathricum.!2

Janna et al.,'* mencionan que Tibouchina semidecandra es un arbusto
perteneciente a la familia Melastomataceae, que tiene hermosas flores de color
purpura oscuro durante todo el afio y crece bien en areas libres de heladas en
todo el mundo. Informaron que esta planta se utiliza tradicionalmente con fines
medicinales y alimentarios.’®* Asimismo, refieren que la flor pristina de color
purpura la convierte en una valiosa planta ornamental y una fuente potencial para
la extraccion de colorantes naturales.?

Francis et al.,'* informaron sobre dos nuevas antocianinas de Tibouchina
granulosa. Esta especie es conocida en Brasil como quaresmeira-roxa, es un arbol
de tamafio mediano que crece ampliamente en areas semitropicales por sus
atractivas flores azules. Concluyeron que los dos pigmentos principales en
Tibouchina granulosa son la malvidina-3-(di-p-cumaroil xilésido)-5-glucésido y
malvidina-3-(-p cumaroil xilésido)-5-glucésido.**

Harborne,*® informé que el pigmento principal en Tibouchina semidecandra era
malvidina-3-(p-cumaroil glucésido)-5-glucésido.

Bobbio et al.,'® reportaron la presencia de cuatro pigmentos en las flores de
Tibouchina grandiflora, de los cuales dos fueron identificados como peonidina-3-
sofor6sido y malvidina-3,5-diglucésido. Asimismo, informaron sobre otros dos
pigmentos fueron identificados tentativamente como malvidina-3-( p -cumaroil)-
sambubiosido-5-glucésido y peonidina-3-sambubiosido.® También reportaron la
presencia de tres pigmentos T. grandiflora pero en cantidades insuficientes para
permitir la identificacion.*®

Los antecedentes descritos en este apartado refuerzan la hipotesis de nuestra
investigacion, ya que B. naudinii contiene antocianinas posiblemente derivados de
malvidina y compuestos fendlicos con actividad antioxidante.

Respecto a la actividad fotoprotectora, el antecedente mas cercano lo describe
Ibafiez et al.,!* quienes reportaron resultados que evidencia el potencial
fotoprotector de las flores de Brachyotum microdom. Para evaluar el potencial

fotoprotector, realizaron un analisis UV en el extracto etandlico a una



concentracién de 100 ppm, en el que se evidencié una importante absorcion de
luz en la regiéon UV-B entre las longitudes de onda de 280 — 320 nm.!! Esta
evidencia del potencial fotoprotector de esta especie orienta el presente estudio y
permite elaborar las discusiones.

Respecto al método de evaluacién de efecto fotoprotector solar in vitro, se han
reportado diversos estudios, en el que se utiliza el método de Mansur, en el que
se calcula el factor de fotoproteccién solar (FPS).

Maske et al.,® evaluaron la actividad fotoprotectora in vitro y la estabilidad quimica
del extracto de pétalo de Rosa kordesii en una formulacion en gel. La estabilidad
quimica fue evaluada a 5, 25 y 45°C durante 3 — 4 meses. El FPS se analizé por
espectrofotometria ultravioleta (UV) usando la formulacion irradiada con lampara
UVB. Determinaron que la formulacion es estable durante al menos 3 a 4 meses
almacenado a5y 25°C.2

Milani et al.,” evaluaron el FPS in vitro de una formulacién cosmética a base de
extracto de Psidium guajava. El extracto fue estandarizado mediante
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) utilizando como marcador
quimico al acido elagico. Evidenciaron que la formulacion con el extracto y el filtro
guimico (metoxicinamato de etilhexilo) present6 efecto sinérgico, incrementando
el FPS en un 17,99%. En raz6n a sus resultados concluyeron que el extracto de
subproductos agroindustriales de la guayaba presenta potencial para ser
reutilizado en el desarrollo de productos innovadores fotoprotectores para el
cuidado.’

Catelan et al.’® evaluaron el “potencial fotoprotector in vitro del extracto etandlico
de cuatro especies del género Campomanesia”. Evidenciaron que los extractos
etandlicos de C. guazumifolia (CG), C. sessiliflora (CS), C. xanthocarpa (CX) y C.
adamantium (CA) presentan absorcién en las regiones UVA y UVB. A la
concentracion de 8%, todos los extractos presentaron valores de FPS superiores
a 2y alaconcentracion de 4% solo CA y CX. Asimismo, todos los extractos, solos
0 en combinacion, incrementaron el FPS con la incorporacién de metoxinamato
de octilo (MO). Las formulaciones a base de extractos de CA y CX reportaron los
valores mas altos. Concluyeron que la formulacion SSPFCX4CA4 presenta
valores de FPS > 6, por lo tanto, son una fuente potencial para productos

fotoprotectores o multifuncionales.



2.2. Redaccioén del marco teérico

2.2.1. Brachyotum naudinii Triana

B. naudinii, es una especie que pertenece a la familia Melastomataceae y crece
en las zonas altoandinas entre 3000 — 4500 msnm, muchas veces en lugares
inhospitos y sometidos a heladas.>? “Es un arbusto de hasta 1,5 m de alto, con
follaje ralo, usualmente con varios tallos generados desde la base. Sus hojas son
simples y opuestas, de tamario pequefio, posee tres nervios paralelos e impresos
y pelos diminutos. Presenta flores solitarias o en pequefios grupos, pero muy
vistosas de color rojo vivo hasta morado, con la corola grande y son péndulas y
tubulares. Sus frutos son globosos, pequefios de color oscuro ha morado

negruzco, con varias semillas diminutas”.2

Figura 1. Flores de Brachyotum naudinii Triana

Respecto a la composicién quimica de las flores de B. naudinii, se determind
que contiene flavonoides, taninos, antocianinas, cumarinas, cardiotonicos,
guinonas y saponinas.! Sin embargo, debido a las diversas tonalidades del color
de las flores, todavia existe una duda respecto a que, si se trata de antocianinas
0 betalainas, que esta investigacion se encargé de determinar que son
antocianinas los pigmentos presentes en las flores de esta especie.®

2.2.2. Produccion de antocianinas en las flores

Los principales pigmentos que causan el color de las flores son los carotenoides,
flavonoides y betalainas. Los flavonoides son compuestos fenilpropanoides de
gran variacion en estructura y funcion, y los que intervienen en el color de las flores
son solubles en agua y generalmente se encuentran en la vacuola, siendo las
antocianinas las mas comunes. Las antocianinas son la base de casi todas las

flores de color rosa, rojo, naranja, escarlata, parpura, azul y azul-negro.



Durante la biosintesis de los flavonoides hay muchas ramificaciones que
producen compuestos coloreados e incoloros con una diversidad de funciones
biolégicas. Como se menciond, las antocianinas son los pigmentos flavonoides
mas importantes, con auronas, chalconas y algunos flavonoles que juegan un
papel limitado en el color de las flores.

Las flavonas y los flavonoles generalmente incoloros (o débilmente coloreados)
también tienen un papel en el color de las flores por su funcibn como co-
pigmentos. Estabilizan y mantienen las antocianinas en sus formas coloreadas, en
un proceso de interacciones moleculares complejas conocido como
copigmentacion. Las flavonas y los flavonoles son fuertes absorbentes de la luz
ultravioleta y también son la base de algunas guias de néctar de insectos florales.
Respecto a la via biosintetica de las antocianinas en las flores, esta bien definida
a nivel genético y enzimatico, con secuencias de genes disponibles para todos los
pasos biosintéticos clave de las antocianinas primarias y también para muchas de
las actividades de modificacion secundaria.

Los pigmentos base son las antocianidinas (Figura 2), que luego se glicosilan
para formar las antocianinas. En todos los ejemplos hasta la fecha, a excepciéon
de un informe reciente de C-glicosilacién, sélo O-glicosilacién ocurre para las
antocianinas en las plantas. El nucleo de la antocianidina es una estructura de 15
carbonos (C15) de dos anillos arométicos (los anillos Ay B) unidos por un tercer
anillo de C30; (anillo C). El grado de oxidacion del anillo C define los distintos tipos
de flavonoides. Las antocianidinas tienen dos dobles enlaces en el anillo C vy, por
lo tanto, tienen una carga positiva.

La estructura central de la antocianidina se modifica mediante la adicién de una
amplia gama de grupos quimicos, en particular a través de la hidroxilacion,
acilacion y metilacién. La hidroxilacion y la metilaciébn generalmente, pero no
exclusivamente, ocurren en la antocianidina antes de modificaciones posteriores.
Por lo tanto, hay un pequefio nimero de tipos de antocianidinas que se han
identificado como la base del gran nimero posterior de antocianinas conocidas

con diferentes patrones de glicosilacion y acilacion (Tabla 1).



Figura 2. Estructura base de las antocianidinas

Tabla 1. Estructuras de algunas de las antocianidinas naturales.

Patrén de sustitucién en posicién numerada

3 5 6 7 3t 4E 5E
Antocianidinas comunes
Pelargonidina (Pg) OH OH H OH H OH H
Cianidina (Cy) OH OH H OH OH OH H
Delpinidina (Dp) OH OH H OH OH OH OH
Peonidina OH OH H OH OMe OH H
Petunidina OH OH H OH OMe OH OH
Malvidina OH OH H OH OMe OH OMe
3-Desoxiantocianidinas
Apigenidina OH OH H OH
Luteolinidina OH OH OH OH H
Tricetinidin OH H OH OH OH OH

Me: radical metoxi

La numeraciéon de los carbonos relevantes para la estructura de antocianidina base se

muestra en la Figura 1

De particular relevancia tienen las seis antocianidinas comunes que tienen

hidroxilacion C-3,5,7 de los anillos Ay C, ya que representan aproximadamente el

90% de las antocianinas identificadas y las 3-desoxiantocianidinas. Los patrones

de hidroxilacién de antocianinas son de suma importancia en el color de las flores,

ya que tienen un efecto importante en el color resultante del pigmento. En la figura

3 se muestra una comparacién de los colores de las 3-hidroxiantocianidinas

comunes con dos de las 3-desoxiantocianidinas equivalentes.
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Figura 3. Soluciones de extractos de flores que contienen pelargonidina,

cianidina, delfinidina, apigeninidina y luteolinidina (de izquierda a derecha).

La biosintesis de las antocianinas (Figura 4), como todo flavonoide, tiene sus
precursores clave a la fenilalanina y la malonil-CoA. Los primeros flavonoides son
las chalconas y proporcionan una coloracion amarilla a los pétalos de algunas
especies de plantas. Estos también pueden convertirse en auronas amarillas mas
brillantes. Las chalconas forman las flavanonas y dihidroflavonoles, las que a su
vez pueden convertirse en flavonas y flavonoles, respectivamente y que se
encuentran en cantidades superiores a las de las antocianinas. Las flavonas y los
flavonoles generalmente tienen poco color en si mismos, pero influyen en el color
de las antocianinas a través de un proceso llamado copigmentacion, y también
son la base de algunas guias de néctar de insectos que absorben los rayos UV.
Los dihidroflavonoles forman leucoantocianidinas y seguidamente producen la
pelargonidina que es una antocianina que finalmente se glicosila.

En lo que podria verse como el paso final de la biosintesis de antocianinas, éstas
se transportan a su sitio de acumulacion: la vacuola. Existe evidencia de una serie
de sistemas de transporte intracelular alternativos para los flavonoides, siendo los
mejor caracterizados para las antocianinas los relacionados con los procesos de
desintoxicacion de xenobidticos.

Las variaciones en las modificaciones secundarias de las antocianinas,
particularmente la glicosilacion y la acilacion, explican la enorme variedad de
estructuras conocidas de antocianinas. La mayoria de estas estructuras de
antocianinas caracterizadas contienen dos o mas unidades de monosacéridos y

al menos un grupo acilo.
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Las seis antocianidinas comunes son la base de una amplia gama de colores de
flores a base de antocianinas. Evidentemente, el patron de hidroxilacion del anillo
B es un componente principal de la variacién de color. En comparacion, la
metilacion de los hidroxilos del anillo B tiene un efecto comparativamente menor
sobre el color, provocando un pequefio cambio hacia el rojo. Sin embargo, una
segunda contribucién importante a la gama natural de colores de antocianina
observada proviene de otras modificaciones secundarias de las antocianinas,
debido al cambio resultante en la interaccion de la antocianina con el ambiente
vacuolar.

En soluciones acuosas, las antocianinas pueden sufrir cambios dependientes del
pH en su forma quimica, que alteran la intensidad y el matiz del color e incluso
pueden provocar la pérdida del color. Las antocianinas generalmente se presentan
como el cation flavilio coloreado; sin embargo, las antocianinas también pueden
adoptar varias formas de base quinonoidal, aducto de agua y chalcona, que se
denominan estructuras secundarias de antocianina. En los pH levemente &cidos
tipicos de las vacuolas (pH 3-6), el catidn flavilio es vulnerable a la hidratacion, lo
gue desencadena una reaccidon que los convierte en formas incoloras de
hemiacetal y (posteriormente) de chalcona. Las modificaciones secundarias de la
antocianina influyen en estos cambios quimicos, aunque alteran las interacciones
intramoleculares o intermoleculares de las antocianinas, que a su vez afectan la
formacion de estructuras terciarias del pigmento que pueden impedir la hidratacién
y estabilizar la antocianina en forma coloreada. La estructura terciaria también
influye en el color de la flor al causar cambios en la cantidad de luz y las longitudes
de onda de luz especificas absorbidas por el pigmento. Muchos de los colores de
flores azules brillantes estudiados se basan en pigmentos con estructuras
terciarias complejas. Por lo tanto, es principalmente la interaccion de la estructura
y concentracién de antocianinas, la estructura y concentracion de copigmentos y
el pH vacuolar lo que determina la pigmentacion final.

No hay que olvidar que la pigmentacion es una interaccion con la luz, por lo que
la luz debe atravesar al menos la pared celular epidérmica, interactuar con el
pigmento y luego salir de la célula para ser percibida por el observador. Por lo
tanto, los cambios en la estructura de la célula, por ejemplo, la formacién de

células de forma conica, pueden alterar el color resultante de la flor.
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Figura 4. Rutas biosintéticas generales de antocianinas y otros flavonoides que

se encuentran en las flores.
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2.2.3. Relacion estructura actividad de los metabolitos secundarios

Los compuestos fendlicos son fuente potencial antioxidante, ya que son muy
sensibles de ser oxidados y ademas tienen la propiedad de impedir que los
metales catalicen las reacciones de oxidacion. “Los grupos hidroxilos al estar
unidos a un anillo bencénico, presentan la posibilidad de que el doblete del atomo
de oxigeno sea capaz de interaccionar con los electrones del anillo, lo que hace
gue tenga caracteristicas distintas al resto de los alcoholes”. Dado a su naturaleza
aromética, muestran intensa absorcion en la regién UV de espectro, siendo este
el método espectral especialmente importante para su identificacion.?

Los polifenoles poseen anillos bencénicos que absorben la radicacion UVB, la
cual es altamente energética y es la responable de la formacién de radicales libres,
estos a su vez protegen a los componentes celulares contra el dafio oxidativo a
través de la eliminacién de estos radicales libres. “La actividad antioxidante de los
polifenoles se debe a su interaccion con iones metalicos tanto in vitro como in
vivo”. “Los iones metalicos son la causa principal de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (EROS) y desempefian un papel importante en la generacion
de estrés oxidativo, dafios en el ADN y muerte celular”. “Las células responden a
los polifenoles principalmente a través de interaccion directa con receptores o
enzimas involucradas en la transduccion de sefiales, lo que puede modificar el
estado redox de la célula y desencadenar una serie de reacciones dependientes
de redox”.?!

Los flavonoides, estan formados por dos anillos aromaticos y un heterociclico
formando un sistema Ce-C3-Cs. Los anillos son denominados como Ay B para los
aromaticos y C para el heterociclico y varian de acuerdo con los sustituyentes que
pueden ser hidréxilos o metdxilos.?? “La capacidad antioxidante de los flavonoides
se atribuye a los sustituyentes dihidroxilados en posiciones C3 y C4 del anillo B; la
evidencia del enlace doble entre los &tomos de carbono C, y C3, un grupo hidroxilo
libre en C3y un grupo carbonilo en C4 presentan interés bioldgico y farmacoldgico,
como se presenta en la quercetina”. “La actividad antioxidante de los flavonoides
se debe a sus propiedades quelantes de atomos de hierro y el secuestro de los
radicales libres”. “Se indica que esta propiedad también esta relacionada con una
geometria plana, ya que ésta permite una deslocalizacion mayor de los electrones
a través de los anillos”.?

Los flavonoides, son pigmentos naturales presentes en los vegetales, semillas,

frutas y tienen la capacidad de proteger contra agentes oxidantes producido por
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la radiacién UV y por otros factores ambientales. “Estos metabolitos secundarios
son pigmentos no fotosintéticos debido a los efectos de fotoproteccion que
presentan en las plantas, por lo que van a actuar como filtros solares”. “Son
capaces de proteger a las células de las plantas, también pueden brindar
proteccion a las células de la piel de los seres humanos, su actividad
fotoprotectora se da por la concentracién de electrones deslocalizados que posee
en los anillos bencénicos de su estructura quimica, facilitando de esta manera el
traslado de la energia”. Los anillos bencénicos absorben la radiacion UV-B, la cual
es altamente energética y es la responsable de la formacion de radicales libres.?
2.2.4. Efectos de laluz UV sobre el organismo

La piel es uno de los 6rganos mas importantes que pueden sufrir estrés oxidativo
por la radiacion ultravioleta (UV), esto proviene de la radiacion ultravioleta solar y
se clasifica por su longitud de onda: UVA, UVB y UVC. Es la radiacion UV-B la
gue causa un mayor dafio biolégico a la piel causando estrés oxidativo, que ocurre
por la produccidon excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) y su
correccion esta mediada por diferentes mecanismos, como la enzima enddgena;
El superdxido dismutasa (SOD), el glutation peroxidasa (GPX), la catalasa y los
sistemas exdgenos no enzimaticos incluyen vitamina E, vitamina C. Los ROS
causan dafio oxidativo a las proteinas, el ADN vy los lipidos, causando multiples
fendmenos inflamatorios, cancer, inmunosupresion y estructuras. y dafar las
células,®

2.2.5. Mecanismos de fotoprotecciéon

La fotoproteccion se puede dar por mecanismos fisicos, evitando que los rayos
del sol penetren la misma. A modo de un espejo reflejan la radiacién solar. “Las
sustancias que se suelen usar son el 6xido de zinc, el dioxido de titanio, el
carbonato célcico (mica) y los compuestos de magnesio”. En el mecanismo
quimico, las sustancias fotoprotectoras absorben la radiacién transformandola en
no dafina. “Las sustancias que se suelen usar son derivados del 4cido p-amino
benzoico (PABA,) salicilatos, cinamatos, benzofenonas, bencimidazoles,
antralinatos y derivados terpénicos”. En el mecanismo bioldgico se contrarrestan
los dafios que causan en las células de la piel las radiaciones del sol. Los que mas
se usan son las vitaminas Ay E.?®

2.2.6. Factor de proteccion solar

El Factor de Fotoproteccién (FPS) es el cociente entre la dosis eritematégena

minima en una piel protegida por un producto de proteccién solar y la dosis
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eritematdégena minima en la misma piel sin proteger. El FPS indica, por tanto, el
tiempo que se puede permanecer expuesto al sol con la piel protegida en
comparacion con la piel sin proteccion, hasta la aparicion del eritema.?®

Es el numero que se usa para clasificar la “potencia” de los filtros solares. Este
numero nos dice cuantas veces mas tiempo necesita la radiacion solar para causar
el enrojecimiento en la piel con respecto al que hace falta sin el fotoprotector. Por
ejemplo, una crema con un FPS de 10, quiere decir que, si una persona tarda
cinco minutos de exposicion al sol para que su piel se ponga roja, si se aplica la
crema con FPS 10 tendran que pasar 50 minutos (5 minutos x 10 del FPS) de
exposicion solar para que se produzca el mismo enrojecimiento.?®

En Europa, y por lo tanto en Espafia, para unificar la medicion del FPS se ha
creado un sistema que se llama COLIPA. Se trata de una agencia distinta e
independiente de la del fabricante del producto que se encarga de medir todos los
fotoprotectores. Hoy en dia el maximo es 50+.2

2.3. Marco conceptual

Actividad antioxidante. “Los antioxidantes protegen el organismo de los
radicales libres, moléculas altamente reactivas que pueden dafiar el organismo a
nivel celular”.?’

Antocianina. “Son pigmentos vacuolares solubles en agua que, dependiendo de
su pH, pueden aparecer de color rojo, morado, azul o negro”.7

Concentracion eficiente antioxidante. “Es la concentracién que reduce a un
50% la actividad del DPPH”.%®

Factor de fotoproteccion. “Se denomina factor de proteccion solar (FPS) al
numero de veces que el fotoprotector aumenta la capacidad de defensa natural
de la piel frente al eritema o enrojecimiento previo a la quemadura”.?®
Octilmetoximetilcinamato. “El octinoxato (OMC) es el filtro mas usado en los
protectores solares, con un pico de accion sobre longitudes de onda hasta 320 nm
(UVB); la eficacia del OMC puede aumentar cuando es encapsulado en
microesferas de polimetilmetacrilato”.*°

Radiacion ultravioleta. “El sol emite radiacién ultravioleta como parte del
espectro electromagnético, que es un componente del amplio espectro solar; la
longitud de onda de los rayos ultravioleta se encuentra entre los 200 nm y los 400

nm”.%0
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2.4. Hipotesis

Hi: El extracto hidroalcohodlico de las flores de Brachyotum naudinii Triana
presenta actividad antioxidante y fotoprotectora.

Ho: El extracto hidroalcohdlico de las flores de Brachyotum naudinii Triana no

presenta actividad antioxidante ni fotoprotectora.

He:
Adgye = AAyy

Donde:
AA gyt . Actividad antioxidante del extracto.
AAA,, . Actividad antioxidante del trolox.

FPSeytimxc  FPSpxc
Donde:
FPS,.¢ . Factor de fotoproteccion del extracto hidroalcohdlico.
FPSpxc : Factor de fotoproteccion del metoxicinamato.
2.5. Variables

Variable independiente

Extracto hidroalcohdlico de las flores de B. naudinii
Indicador:

Concentracion del extracto

Variables dependientes

Contenido de antocianinas

Contenido de compuestos fendlicos

Actividad antioxidante

Efecto fotoprotector

Indicador:

Concentracién de antocianinas en g/100 g
Actividad antioxidante (%) y concentracion media inhibitoria (ug/mL)

indice del factor de proteccién solar (FPS)
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién
El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios del Centro de
Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos
de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
de San Cristobal de Huamanga.
3.2. Muestra
Flores de Brachyotum naudinii Triana recolectadas en el Bosque de Piedras de
Huaraca (13°18'58.9" latitud sur, 74°26'55.8" longitud oeste y una altitud de 3627
msnm), distrito de Vinchos, provincia de Huamanga en la region de Ayacucho en
el mes de abril de 2022. La especie fue identificada el 2017 en el Herbarium
Huamangensis de la Universidad Nacional de San Crist6bal de Huamanga por la
Bidloga Laura Aucasime Medina (Anexo 1).
3.3. Procedimientos experimentales generales
3.3.1. Analisis del contenido de antocianinas
3.3.1.1. Preparacién de la muestra
Las flores de B. naudiinii fueron secadas por liofilizacion en un liofilizador
LABOTEC operado a -42°C y 0,013 mbar durante 72 horas®!, luego se trituraron
en un mortero de porcelana y se almacenaron en envases de aluminio con cierre
hermético.
3.3.1.2. Analisis cualitativo de antocianinas
El andlisis de diferenciacion de antocianinas y betacianinas segun lo descrito por
Lock de Ugaz®*?, mediante pruebas de coloracion a la gota (Tabla 1). Para ello, se
obtuvo un extracto metanodlico de color fucsia, a partir de 30 mg de flores
liofilizadas de B. naudini, mezcladas por ultrasonido y filtradas en filtro nylon de

0,45 um. Con el extracto metandlico también se realizé un barrido espectral a las
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longitudes de onda de 190 a 800 nm utilizando un espectrofotometro GENESYS
150 UV-Vis.

Tabla 2. Ensayos quimicos de coloraciéon para la diferenciacion de antocianinas y

betacianinas.'®

N° Ensayo Antocianina Betacianina

01  Adicidn de &lcali. Decoloracion lenta de Decoloracion rapida a
violeta, via azul y verde, a amarillo.
amarillo.

02 Reacidificacion de EI color rojo puede ser Elcolorrojo no esregenerado
la solucion alcalina regenerado con la con la acidificacion (podria
después de unos acidificacion. regenerarse parcialmente si
minutos. hay una inmediata

reacidificacion).

03  Adicién de Igual comportamiento que El color permanece violeta
amoniaco con los otros alcalis por algun tiempo, en frio.

04  Adicién de acetato  Precipitado azul verdoso o Precipitado rojo marrén.
de plomo a pH 7,0.  azul grisaceo.

La soluciébn decolora La solucibn  permanece
lentamente. violeta.

05 Distribucibn entre La fase alcohol amilico La fase alcohol amilico no
agua y alcohol adquiere color rojo a pH adquiere el color rojo.
amilico acido.

06  Extraccion del
material seco:

a) Con etanol Se extrae algo de color No se extrae el color rojo.
absoluto. rojo.

b) Con agua Se extrae algo del color, EI color rojo es extraido
destilada. siendo el extracto de color rapidamente.

verdoso, que se vuelve

rojo con acidificacion

3.3.1.3. Analisis por espectrometria de masas (LC-MSMS)

El contenido de antocianinas presentes en las flores liofilizadas de B. naudinii

fueron confirmadas por cromatografia liquida de ultra-alta performance acoplada

a Espectrometria de Masas (LC-MSMS). Para ello, se us6 un cromatégrafo liquido

Dionex Ultimate 3000 UHPLC system (Thermo Scientific) acoplado a un

espectrometro de masas Q Exactive Plus (Thermo Scientific). Los parametros
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cromatogréficos fueron: Columna Luna®© Omega C18 100 A, Phenomenex (150x
2,1 mm, 1,6 ym); temperatura de columna: 40 °C; la fase moévil: H,O 0,1%HCOOH
B: ACN 0,1%HCOOH; gradiente: 90% Ay 10% B (0 minutos), 90% Ay 10% B (1
minuto), 100% B (16 minutos), 100% B (18 minutos), 90% Ay 10% B (20 minutos);
el flujo: 0,3 ml/min; volumen de inyeccién: 3 uL. Los parametros de scan Full MS:
rango de 120 - 1500 m/z; resolucion de 70 000; Microscans 1; AGC target: 1 x 10°
y maximo IT de 100 ms. Los pardmetros MS2 fueron: resolucién de 17 500; AGC
target de 2 x 10° y maximo IT de 50 ms. Los parametros de fuente de ionizacion:
fuente y modo de ionizacién ESI (negativo/positivo); voltaje de spray de 2,5/ 3,0;
temperatura de capilar de 280 °C; el gas carrier fue N2 (flujo de gas envolvente:
40, flujo de gas auxiliar: 10); la temperatura de calentamiento de gas fue 400 °C;
S-lens RF level de 100 y Energia de colisién normalizada: 20,40,60.

Para el andlisis se pesaron 50 mg de flores liofilzadas en un vial limpio y seco, y
se adicion6 10 mL de soluciéon metanol-agua (9:1). La mezcla se colocé en bafio
de ultrasonido durante 10 min. Luego, la solucion se llevé a pH 2 con 50 L de
acido acético concentrado. La mezcla se paso a través de un filtro de disco de
0,25 um PVDF hacia un vial HPLC y se procedio a la lectura en el instrumento.
3.3.1.4. Contenido de compuestos fendlicos y antocianinas

a) Preparacion del extracto. El extracto se obtuvo por extraccion acelerada con
solventes (ASE). Se peso6 un gramo de flores liofilizadas y se mezcl6 con 0,5 g de
tierra de diatomeas, la mezcla posteriormente se acondicion6 en una celda de
extraccion de acero inoxidable de 66 mL (provista de un filtro de celulosa de 27
mm) en el Extractor Acelerado de Solventes Dionex™ ASE 150. Los parametros
de extraccion del método fueron: temperatura 80° C; tiempo estatico de 5 minutos;
volumen de enjuague de 60%; tiempo de purga de 120 segundos; 3 ciclos
estaticos®. La extraccion se realizé con etanol de 70° acidulado con acido citrico
a pH 3,18 y el extracto fue concentrado en un rotavapor Buchi R-3000 a 50 °C. El
extracto seco se obtuvo mediante secado por aspersion utilizando el Mini Spray
Dryer B-290 a una temperatura de entrada de 120°C, porcentaje de bomba 5% vy
100% de porcentaje de aspiracion®.

b) Contenido de fenoles totales. La cuantificacién de fenoles totales en el
extracto se realizé usando el reactivo Folin-Ciocalteu (RFC) segun lo descrito por
Sousa et al.l’. Se preparé una solucién del extracto a una concentraciéon de 320
pug/mL en etanol de 50°. Se midi6 100 pL de la solucién anterior y se adicion6 500
uL de reactivo de Folin (1:10) y 400 uL de Na.COs al 7,5%. La mezcla reposé por
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30 minutos y luego se midié la absorbancia a 765 nm. La concentracion de fenoles
totales se calcul6 a partir de la curva patron de &cido gélico (y = 0,010.x + 0,013)
y se expresé en miligramos equivalentes de 4cido gdlico por gramo de extracto
seco (mg GAE/Q).

c) Contenido de antocianinas. La cuantificacion de antocianinas (TAC) se realizo
por el método de pH-diferencial, descrito por Del Carpio Jiménez et al. (2009). Se
prepar6 una solucién de extracto de 10 mg/mL en etanol 70°, a partir del cual se
prepararon dos soluciones, una solucién de 1 mg/mL en buffer pH 1,0 y otra en
buffer pH 4,5 por triplicado. Se midié la absorbancia a 520 nm y 720 nm, usando
como blanco las soluciones buffer respectivas. Se calculé el TAC (mg/100 g),

segun la ecuacion:

A" X PM Vm
Antocianinas totales (mg/100 g) = (— x FD x &> x 100

X1 Wmp g

donde, A*: diferencia de absorbancias en las dos longitudes de onda; PM: peso
molecular para cianidina-3-glicésido (449,2 g/mol); FD: factor de dilucion; e:
coeficiente de extincion molar para cianidina-3-glicésido (26900 L.mL*.cm™); I:
longitud de paso de celda (1 cm).

3.3.2. Andlisis del potencial antioxidante

3.3.2.1. Ensayo de DPPH

La evaluacion del potencial antioxidante mediante el ensayo del radical 2,2-difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH) se realizé segin lo descrito por Sousa et al.*® Se
prepararon soluciones del extracto liofilizado y Trolox (control positivo) a
concentraciones de 25 a 250 pg/mL en etanol de 50°, a partir de una solucién de
500 pg/mL. Se tomaron alicuotas de 300 pL de cada solucién y se adicion6 2,7
mL de solucion de DPPH (40 pg/mL). Después de 30 minutos se midié la
absorbancia a 515 nm calibrando el espectrofotémetro con el blanco (300 pL de
aguay 2,7 mL de DPPH). Los porcentajes de DPPH remanente (%DPPHggy) S€
calcularon a partir de la curva de calibracion de la variacion de la absorbancia en
funcién de la concentracién de DPPH (y = 0,029 - 0,014; R = 0,9983), de acuerdo

con la ecuacion:

[DPPH]c (ug/mL)
[DPPH] g

Donde [DPPH]¢ (,g/m1) COrresponde a la concentracion de DPPH después de la

%DPPHREM = X 100

reaccion con el extracto y el Trolox a concentraciones de 25 a 250 pg/mL;

[DPPH] -, es la concentracion inicial de DPPH.
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La concentracion eficiente, cantidad de antioxidante necesaria para disminuir la
concentracién inicial de DPPH en 50% (Clso), fue determinada utilizando el
software OriginPro 8, a partir de una curva exponencial (y = y, + Ae®o*) obtenida
de los valores del porcentaje de DPPH remanente en funcién de la concentracion
del extracto y del Trolox.

El porcentaje de actividad antioxidante (%AA) se calcul6 por la ecuacion:

AA(%) _ Acontrol - (Amuestra - Ablanco] % 100

Acontrol

Donde Acontrol € la absorbancia inicial de la solucion metanolica de DPPH; amuestra
es la absorbancia de la mezcla de reaccion (DPPH + muestra) y Apianco €S la
absorbancia del blanco. La comparacién del %AA se realiz6 con los valores
obtenidos a la concentracién 100 pug/mL.

3.3.3. Evaluacién in vitro del factor de proteccién solar

El factor de Proteccion Solar (FPS) del extracto liofilizado de las flores de B.
naudinii, se determiné en base al método espectrofotométrico in vitro descrito por
Mansur et al.?*3¢, Este ensayo se realiz6 diluyendo el extracto en alcohol de 70°
hasta obtener una concentracion de 10; 20; 100 y 200 pg/mL. La medicién de las
absorbancias se realiz6 por triplicado mediante un barrido espectral de 290 a 320

nm. El FPS se calculé de acuerdo con la ecuacion desarrollada por Mansur et al.
320
FPS = FC x ZX EEQ) X I() X AV
290

Donde: FPS es el Factor de Proteccion Solar; FC el Factor de correccion; EE (A)
es el efecto eritemogénico de la radiacion de longitud de onda »; I (A) es la
intensidad de sol en la longitud de onda Ly A ()) es la absorbancia de la solucion
en la longitud de onda A.

La relacién entre el efecto eritemogénico y la intensidad de la radiacién de cada
longitud de onda (EE(A) x I(A)) es una constante determinada por Sayre et al.%".
(Tabla 2).

Tabla 3. Relacién en el efecto eritemogénico (EE) versus Intensidad de radiacion

(I) conforme a la longitud de onda (1)

Longitud de onda Efecto eritemogénico
A (nm) (EE) x (1)
290 0,0150
295 0,0817
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300 0,2874

305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fuente: Sayre en 19792436,

3.4. Tipo de investigacion
La evaluacion del perfil quimico de las flores de B. naudinii es una investigacion
basica y la evaluacion de su actividad antioxidante y fotoprotectora es una
investigacion de tipo aplicada®.
3.5. Disefio de investigacién
La evaluacion de la actividad antioxidante y efecto fotoprotector se realizé a través
de un disefio no experimental transeccional descriptivo. El efecto fotoprotector fue
comparado con un estandar de referencia (metoxicinamato)Z.

Gexp 01

Geont O
Donde: Gexp €s el grupo experimental (extracto); Geont €S €l grupo control
(metoxicinamato); y O:1 es la observacion (actividad antioxidante y factor de
fotoproteccion).
3.6. Anélisis estadistico
Los datos obtenidos fueron procesados y analizados mediante el programa
Microsoft Excel y fueron expresados en promedios, representados en figuras y se
realizd el andlisis de varianza para identificar diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) de la actividad antioxidante y factor de fotoproteccion de los
diferentes tratamientos, aplicAandose ANOVA y comparaciones multiples con la

prueba de Tukey®*® empleando el programa SPSS.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 4. Resultados del ensayo quimico para la identificacién de antocianinas y

en las flores liofilizadas de Brachyotum naudinii Triana.

N° Ensayo Observacién Resultado
01  Adicion de élcali (KOH) Cambio de color de fucsia N o
a color azul y amarillo Positivo antocianinas
02 Reacidificacion de la El color fucsia se regenera Positivo antocianinas
solucion alcalina
03  Adicion de amoniaco Color rojizo Positivo antocianinas
04  Adicion de acetato de Cambio de color de fucsia Positivo antocianinas
plomo a pH 7,0 a color azul y amarillo
05 Distribucién entre agua La fase amilica de color Positivo antocianinas
y alcohol amilico fucsia
06  Extraccion del material
seco:
a) Con etanol absoluto  Color guindo

b) Con agua destilada

Color guindo que se torna
de color rojo al adicionar
HCI (c)

Positivo antocianinas

Positivo antocianinas
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Figura 5. Espectro de absorbancia para la identificacion de antocianinas en las flores

liofilizadas de Brachyotum naudinii Triana.
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Tabla 5. Propuesta de identificacion de los compuestos quimicos de las flores de Brachyotum naudinii Triana

N° Tr MS-ESI- MS?2 Error MS-ESI+ MS? Error Masa nominal Férmula Estructura
(min) (ppm) (ppm) del molecular tentativa
compuesto
665,1670
501,1039 639,1700
479,1196
463,1227
347,0773
331,0810 .
329,0666 771.2130 315.0494 Antocianina
20 10,83  787,2094 314,0434 -0,26 ' ' -0,18 787 C37H341019* desconocida
[M-H20+H]+ 299,0546
261,0770 (nuevo compuesto)
287,0547
193,0137
270,0517
165,0187 242,0571
149,0237 ’
137,0236
637,1564
521,1302
501,1040 639,1701
347,0773
3290668 505,1329
314’0432 813.2230 331,0810 Antocianina
21 11,0 829,2201 ! 1,52 ' 315,0495 -0,70 861 C39H42020" desconocida
299,0198 [M-H20+H]+
287,0547 (nuevo compuesto)
193,0138
270,0518
165,0187 242,0571
149,0237 ’
137,0236
123,0079
667,1663
521,1302
347,0771
329,0668 843 2331 gggiggj Antocianina
23 11,31  859,2302 314,0434 1,19 ' ' -1,34 861 CaoHa5021* desconocida
[M-H20+H]+ 331,0810
299,0199 315 0496 (nuevo compuesto)
193,0138 ’
165,0187
149,0237
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Figura 6. Posible estructura de antocianina presente en las flores de Brachyotum

naudinii Triana (nuevo compuesto; Masa nominal del compuesto: 787)
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Figura 7. Posible estructura de antocianina presente en las flores de Brachyotum

naudinii Triana (nuevo compuesto; Masa nominal del compuesto: 831)
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Tabla 6. Contenido de compuesto fendlicos, antocianinas y actividad antioxidante

del extracto hidroalcohélico de las flores de Brachyotum naudinii Triana

Muestra TPC TAC DPPH
[mg GAE/g] [9/100 g] AA (%) Clso [pg/mL]
B. naudinii 194,84 + 4,07 1148,6 £59,9 49,2 +0,7* 66,37 + 0,9*
Trolox - - 93,5 +0,2*% 31,9+0,1%

La comparacion de la actividad antioxidante se realizé a 100 pg/mL
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Tabla 7. Efecto fotoprotector solar in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores

de Brachyotum naudinii Triana

Extracto hidroalcohdlico Octilmetoxicinamato
acidulado de flores de B. (20 pg/mL)
% (nm) (norlr?wil)i(zlado) naudinii (20 yg/mL)

Absorbancia SPF Absorbancia SPF
290 0,015 0,16058 0,0024 3,95 0,0593
295 0,0817 0,15799 0,0129 4,21 0,3437
300 0,2874 0,15839 0,0455 3,98 1,1424
305 0,3278 0,1587 0,0520 3,75 1,2296
310 0,1864 0,16004 0,0298 3,71 0,6919
315 0,0839 0,16457 0,0138 3,60 0,3017
320 0,018 0,17502 0,0032 3,43 0,0617
1,0002 0,1596 3,8303
1,6603* 39,835*
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V. DISCUSION

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el contenido de antocianinas
del extracto hidroalcohdlico de las flores de Brachyotum naudinii Triana; asi como,
su actividad antioxidante y fotoprotectora in vitro.

En primer término, se realiz6 la confirmacién del tipo de pigmento presente en las
flores de B. naudinii. Asi, en la Tabla 4 se muestra los resultados del ensayo
guimico para la identificaciébn de antocianinas en las flores liofilizadas de B.
naudinii. Esta prueba se realizdé para confirmar la presencia de antocianinas y
descartar la sospecha de presencia de betacianinas en las flores de B. naudinii,
debido a que se observd que las flores presentan un color pUrpura y azulados
cuando crecen bajo la sombra, mientras que las que crecen expuestas al sol
presentan un color rojo purpura (Anexo 2). Al respecto, Lock de Ugaz?®, refiere
que la diferenciacion entre betacianinas y antocianinas puede realizarse por
electroforesis 0 ensayos simples de coloracion. Los resultados permiten concluir
que el pigmento presente en las flores de B. naudinii corresponden a antocianinas.
Los resultados presentados en el Tabla 4, concuerdan con lo reportado por
Palomino?!, quien identific6 mediante pruebas de coloracién, la presencia de
antocianinas en un extracto atomizado de las flores de B. naudinii.

En la linea de determinar la presencia de antocianinas, la Figura 5 muestra el
espectro de absorciéon para la identificacion de antocianinas en las flores
liofilizadas de B. naudinii. En ella, se evidencia dos longitudes de onda méaxima
absorcion, a 275 nm y 534 nm. Lock de Ugaz?®®, respecto a la identificacién de
antocianinas, refiere que las antocianinas simples en solucion acida tienen dos
maximos de absorcidn principales, uno en la regién visible entre 465 y 550 nm y
otro mas pequefio en el UV, alrededor de los 275 nm. Segun las propiedades de
las antocianinas més comunes, la longitud de onda de méxima absorcion de las
flores de B. naudinii coinciden con las antocianinas derivadas de la malvidina como

la malvidina-3-glicésido, malvidina-3-galactésido y malvidina-3,5-diglucésidos, las
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cuales presentan una absorcién maxima a 534 nm?°. El espectro de absorcion del
extracto de las flores de B. naudinii, confirman la presencia de antocianinas.
Para determinar las antocianinas presentes en las flores de B. naudinii se obtuvo
el perfil quimico de metabolitos de un extracto metandlico de las flores liofilizadas,
perfil que fue obtenido mediante analisis espectrométrico no dirigido, empleando
un sistema de cromatografia liquida (LC) acoplado a un espectrémetro de masas
hibrido cuadrupulo-orbitrap.

Del andlisis quimico de las flores de B. naudnii se reporta tres compuestos no
identificados por la base de datos espectral, los cuales aparentemente
corresponderian a antocianinas (Tabla 5, Figura 6 y 7). Al respecto, reportes
previos han identificado la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides,
antocianinas y triterpenos en el género Brachyotum?!®! y en la familia
Melastomataceae**4?,

Ampliando el andlisis de los resultados, la identificacion de antocianinas por
espectrometria de masas generalmente se realiza en modo positivo, debido a que
estas moléculas son facilmente protonables a pH acido*?*3; sin embargo, es dificil
distinguir las antocianinas de los glicésidos de flavonoles en matrices vegetales
complejas usando el modo de ionizacién positivo, debido a que ambos tienen
similares iones moleculares y patrones de fragmentacién®. En contraste a ello, en
modo negativo las antocianinas describen un patron de ionizacion y fragmentacion
caracteristico*?*. Debido a ello se trabajé tanto en modo positivo como en modo
negativo. El ion fragmento caracteristico de la aglicona cianidina es 287 en modo
positivo* 3, Este ion fragmento en modo positivo ha sido detectado en los 3
compuestos que no han podido ser identificados por la base de datos (compuestos
20, 21y 23), debido a ello, consideramos que estos 3 compuestos corresponden
a antocianinas, hecho que deberd ser confirmado por un andlisis posterior
mediante analisis por resonancia magnética nuclear (RMN). Esta hipétesis esta
sustentada también por la deteccién de antocianinas en los ensayos previos de
screening fitoquimico realizado por este grupo de trabajo y la presencia de estas
moléculas en el género Brachyotum y en la familia Melastomataceae reportados
por otros autores.

A la evidencia de los resultados, podemos mencionar que las plantas constituyen
un reservorio inagotable de moléculas bioactivas de enorme variabilidad
estructural y actividad biolégica. Asimismo, la exquisita especializacién de la

magquinaria biosintética de las plantas ha sido moldeada a través de millones de
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afios de evolucién para desarrollar los mecanismos moleculares necesarios para
la sintesis de metabolitos activos que son usados como armas quimicas de
defensa frente a los depredadores; es esta misma maquinaria la que usan para
sintetizar moléculas como respuesta al stress abiético del medio en el que viven
para adaptarse y sobrevivir.

Es asi como las plantas han llegado a un grado tal de sofisticacion, que cada parte
de esta tiene su propia huella de metabolitos. En el género Brachyotum se ha
reportado la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas con
actividad antioxidante y fotoprotectora'!, asi como triterpenos, acido corosélico y
acido ursolico con actividad frente a Plasmodium?®. La familia Melastomataceae
biosintetiza una gran variedad de compuestos fendlicos, flavonoides,
antocianinas, taninos y triterpenos, con actividad antioxidante, antimicrobiana y
antitumoral%1140,

Los compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas son sintetizados como
mecanismo de defensa frente a depredadores y al stress abidtico generado por la
sequia, salinidad, cambios de pH y radiacién ultravioleta***°. El elevado porcentaje
de compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas hallados en flores de B,
naudinii, la actividad antioxidante y fotoprotectora reportada en trabajos previos*?,
y la adaptacion de esta especie a climas con alta radiacién, soportan la hipotesis
de que esta especie biosintetiza estos compuestos como mecanismo de defensa
frente a la radiacion UV.

De la evaluacion del contenido de fenoles totales (TFC) y antocianinas (TAC), en
la Tabla 6, se observa que las flores de B. naudinii presentan un TFC de 194,84 +
4,07 mg GAE/g y un TAC de 1148,6 + 59,9 g/100. El TFC concuerda en cierta
medida con lo reportado por Palomino?, quien evalué el TFC en un extracto
atomizado de flores de B. naudinii utilizando etanol de 70° acidulado con acido
citrico a pH 3,18 reportando un TFC de 216,0 + 1,6 mg GAE/g; aunque no
concuerda con el TAC ya que obtuvo un valor de 75,5 + 2,1 g/100. EIl contenido
de antocianinas esté relacionado con su acumulacion, la cual requiere luz y
generalmente coincide con periodos de alta presion de excitacion y mayor
potencial de dafio fotooxidativo debido a un desequilibrio entre la captura de luz,
asimilacion de CO, y utilizacion de carbohidratos*®. Por lo que se sugiere comparar
el contenido de antocianinas en flores expuesta a sombra y con exposicion solar
directa, ya que se evidencié cambios en la coloracion de purpura a rojo purpura

respectivamente.
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La actividad antioxidante del extracto de flores de B. naudinii, evaluada por el
método de DPPH, reporta un valor de 49,2 £ 0,7, valor estadisticamente menor (p
< 0,05) al Trolox que reporta un valor de 93,5 + 0,2% (Tabla 6). Cabe mencionar
gue los valores de actividad antioxidante fueron comparados a una concentracion
del extracto y/o Trolox de 100 pg/mL. Asi mismo, para una mejor comparacion la
Tabla 5, también presenta los valores de concentracién media inhibitoria de la
actividad antioxidante (Clsg), con valores de 66,4 + 0,9 ug/mL para el extracto y de
31,9 £ 0,1 pg/mL, siendo estadisticamente diferentes. Cabe mencionar que a
menor Clso mayor es la actividad antioxidante. Las flores de B. naudinii, no solo
presentan antocianinas, sino también presenta otros compuestos fendlicos como
los flavonoides, fenoles y/o taninos, cumarinas?, los cuales son responsables de
la actividad antioxidante. Estos resultados sugieren indagar e identificar que
compuestos fendlicos y otras estan presentes en las flores de B. naudinii, por lo
gue se recomienda continuar estudiando la composicion quimica de esta especie
vegetal.

Aunque se ha sugerido que las antocianinas pueden actuar como antioxidantes,
la asociacion entre las antocianinas y el estrés oxidativo parece relacionarse con
la capacidad de las antocianinas para reducir la presién de excitacion y, por lo
tanto, el potencial de dafio oxidativo?®.

Respecto al efecto fotoprotector, el extracto de las flores de B. naudinii, presenta
un valor de Factor de Fotoproteccién Solar (FPS) de 1,7 a una concentracion de
20 pg/mL y el octilmetoxicinamato present6 un valor de FPS de 39,8 (p < 0,05)
(Tabla 7). La literatura refiere que al evaluar el FPS in vitro, valores de FPS
superiores a 14 constituyen potenciales materias primas a ser incorporadas en
formulaciones junto a filtros quimicos*’. Por lo que se concluye que el extracto de
flores de B. naudinii, presentan escaso efecto fotoprotector solar in vitro.

El contenido de fenoles totales y su respectiva actividad antioxidante sugieren
evaluar otras actividades bioldgicas. Si bien es cierto, no existe evidencia
etnofarmacolégica del uso medicinal de las flores de esta especie; sin embargo,
se podria evaluar la actividad biol6gica teniendo como fundamento informacién
etnofarmacolégica e investigaciones en especies del mismo género. El hallazgo
del contenido de antocianinas y de compuestos fendlicos en las flores de B.
naudinii, lo convierte en un potencial terapéutico, en la industria alimentaria y

cosmética y se recomienda continuar los estudios quimicos y biolégicos.
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1)

2)

3)

3)

4)

VI. CONCLUSIONES
Se determind el contenido de antocianinas, actividad antioxidante y
fotoprotectora in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores de
Brachyotum naudinii Triana.
Las flores de Brachyotum naudinii Triana presentan tres nuevos compuestos
correspondiente a antocianinas no identificadas.
El contenido de antocianinas de las flores de Brachyotum naudinii Triana es
de 1148,6 + 59,9 g/100 g de extracto; asimismo presenta un contenido de
fenoles totales de 194,84 + 4,07 mg GAE/g.
La actividad antioxidante in vitro por el método DPPH del extracto
hidroalcohdlico de las flores de Brachyotum naudinii Triana a la
concentracion de 100 pug/mL es de 49,2 + 0,7% y su concentracion media
inhibitoria es de 66,4 + 0,9 ug/mL.
El extracto hidroalcohodlico de las flores de Brachyotum naudinii Triana

presenta escasa actividad fotoprotectora solar in vitro.
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1)

2)

3)

VIl. RECOMENDACIONES

Los compuestos de antocianinas presentes en las flores de Brachyotum
naudinii Triana deben ser aislados y analizados mediante técnicas
espectroscoépicas con la finalidad de determinar las estructuras correctas.
El hallazgo del contenido de antocianinas y de compuestos fendlicos en las
flores de B. naudinii, lo convierte en un potencial terapéutico, en la industria
alimentaria y cosmética y se recomienda continuar los estudios quimicos y
biolégicos.

Realizar estudios de la actividad antioxidante a nivel enzimatico y molecular
de los pigmentos y compuestos fendlicos presentes en las flores de

Brachyotum naudinii Triana.
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Anexo 1. Identificacién taxonémica de Brachyotum naudinii Triana

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

CERTIFIGA

Que, el Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos
y Fito medicamentos “"Marco A. Garrido Malo”, ha solicitado la identificacién de
una muestra vegetal para trabajo de tesis
Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacién
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue,

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE . ROSIDAE

ORDEN : MYRTALES

FAMILIA ; MELASTOMATACEAE
GENERO : Brachyotum

ESPECIE ! Brachyotum naudinii Triana.
NV : "gihwncha’

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la Interesada para
los fines que estime conveniente

Ayacucho, 2 de Junio del 2017
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Anexo 2. Fotografia de las flores de Brachyotum naudinii Triana del Bosque de

Piedras de Huaraca
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Anexo 3. Flujograma del procedimiento experimental del extracto hidrolalcohélico

de las flores de Brachyotum naudinii Triana.

Muestra: Brachyotum naudini Triana

v

Recoleccion de las flores

Identificacién botanica

Seleccion y lavado
de las flores.

|

Secado por
Liofilizacion.

Seleccion y reduccion
de tamafio de la
muestra.

Pesaje de la
muestra.

Extraccion hidroalcohélica por
método ASE y secado por

atomizacion.

<

1

Identificacién de la
presencia de
antocianinas
mediante pruebas
de coloracion a la
gota, barrido
espectral 'y por
cromatografia
liguida de ultra-
alta performance
acoplada a
espectrometria de
masas.

Cuantificaciéon de
fenoles totales

Cuantificacion
de antocianinas
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Determinacion de
la actividad
antioxidante por el

Determinacion del
factor de proteccion
solar (FPS) in vitro.

método (DPPH)




Anexo 4. Procedimiento de la obtencion del extracto hidrolalcohdlico por el

método ASE de las flores de Brachyotum naudinii Triana.

wun

Bosque de piedras ;
de Vinchos

16045 ¢

L4

Reduccion del tamafiode i { Se utiliz como solvente, Se pes6 160 g de la
lamuestracon0,5gde i i etanolde 70° acidulado : i muestra de las flores
tierra de diatomeas : i conAc. Citrico (pH 3:18) i de Brachyotum naudinii

El extracto
se concentrd en un
Rotavapor a 50°C

Se acondicioné la muestra 'y
el solvente en el equipo ASE
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Anexo 5. Procedimiento para la obtencién de un polvo fino, por medio del secado
por aspersiéon del extracto hidrolalcohélico de las flores de Brachyotum naudinii

Triana.

Dependiendo de la muestra y el método
la T° se puede manipular a 120°C. :

B290 del Centro de Desarrollo y Analisis y
control de Calidad de Medicamentos vy
Fitomedicamentos.

El extracto atomizado se almacena en i
sobres con cierre hermético. :
e Almacenar en un desecador para }

su posterior uso debido a su alta

La muestra se atomizo por una hora y
media aproximadamente, y asi se :

- S : obtiene un polvo fino de la muestra. :
higroscopicidad. : Y
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Anexo 6. Flujopgrama del procedimiento experimental de la cuantificacion de

fenoles totales del extracto hidrolalcohélico de las flores de Brachyotum naudinii
Triana.

CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

1. Preparacitn de la solucidn stock de dcide galico [Stock Ac gal)

20 mig Scids gslica.—‘—'-\\‘ {/-'_Hzl::- cEp

[B00 wgimil]
150 IJL(("-._ 1850 uL Ha
[60 wgimL]
100 ulL 200 ul 400 ul
500 uL HaO 400 UL HaD 00 ul H=0
1 =11 11\-_ =12 11\‘- =13 ‘ =18
A
[0 ugimL] [20 ugimL] [0 ugiml] [G0 wgimil]
2. Preparascitn de |a curva de calibracidon de acido galico
5T1 5712 5T3 5T4 Bilanco
[10 ugimiL ] [0 ugimi ] [0 ugfrmi ] [10ugfmi]
Siock Ac'gal. | 100,0 A100,0 100,0 00,0 -
Falir 1900 {ul 500,0 S00,0 S00,0 500,0 500,0
MNazC0a 7,5 %) {ul 400,0 4000 400,0 00,0 00,0
HEO [ il - - - - 00,0

Reposas 30 minulos y leer B Absorbands 8 TES nm.
3. Preparacitn de la muestra

= 100 ey Extracio

ErDH 50
slomEzado /—-‘\‘ (H—
_ r’/—'_ E10H S0 csp

I {,—-"_ E1OH 50° cagps
2 imil
’F._‘—"\ ,3—"-1_"\\

| musesws
MuestrauL)] 1000
Folin (1:10) uL)]  sDOUD
Ma:COs 7.5 % (ul)| 4000

Reposar 30 manulos y leer B Absorbancia a 785 nm.

Fuente: Centro de desarrollo, Andlisis y control de Calidad de Medicamentos y
Fitimedicamentos (CEDACMEF).

56



Anexo 7. Cuantificacion de fenoles totales en el extracto hidrolalcohdlico de las

flores de Brachyotum naudinii Triana.
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Anexo 8. Flujograma del procedimiento experimental de la cuantificacién de
antocianinas del extracto atomizado de las flores de Brachyotum naudinii Triana.
Ayacucho 2022

CUANTIFICACION DE

ANTOCIANINAS
Preparacion de Cuantificacion de
reactivos : i antocianinas por el método  }
: : PH diferencial:
-------------------------------------------- -
H : ¢ 50mg de extracto atomizado + :
O.2gde KCI+150mL { :  5gde C2HsNaO: + i 5mL alcohol acidulado (ETOH
de H20, ajustar a PH : 150mL de H20, ajustar : : 70° + Ac. Citrico PH 3,18) :
0.1 con HCL(g i aPH45conHCLe i erersrrerrr e s E
Tomar alicuota
..........................
0.5mL, aforar a 4mL con 05mL, aforar a 5mL con
buffer PH 1.0 : buffer PH 4.5
e .
: Leera 520 nmy 700nm

e Blanco: con el buffer preparado para cada PH.
e La absorbancia se realizara por triplicado.
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Anexo 9. Cuantificacién de antocianinas del extracto hidrolalcohélico de las flores

de Brachyotum naudinii Triana.

i 50mg de extracto atomizado +
5mL alcohol acidulado (ETOH
70° + Ac. Citrico PH 3,18)
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Anexo 10. Flujograma del procedimiento experimental de la determinacién de la
actividad antioxidante del extracto hidrolalcohdlico de las flores de Brachyotum

naudinii Triana.

DETERMINACIIN DE LA ACTIVIDAD ANTIZXIDANTE - DPPH

1. Preparacidn de la curva de calibracidn de DPPH

I Wkt
&

AT5ul 750 wl 8,25 ul 500 ul 3,75ulL 2 50ul 1,25 uL 0,25 ulL
135 ugiml]  [30 ugiml] [25 ugiml] [20 ugiml] [15 ugiml] [10 ugimL] [5ugiml]  [1 ugim]

Repozar 30 min y keer |3 Absorbancia a 515 nm, calbrando al espectralolfmeire con & blanco (EXDH 587)°

Ll Sares 5 dase pIEpars pars i coacartrecicn

2. Determinacion de la actividad antioxidante del estdndar (Trolox)

SroTe N D it
A

2,0 mL 1.5mL 1,0 mL 0.5 mL 0,25 mL
E‘IDH%'m-p

LLLLLL™

IESD ingfmlL] |2|:|[:| wgimlL] [15€I ug'ml] |1ﬂD ugimL] [0 ug.'n-l.] [25 up‘ml.|
2 7 mil DPPH 40 ugiml]
& bodos)

I:ISmL l:ISrnL DEImL ﬂSmL I:ISmL I:ISn-I.

HUO00UU

Repasar 30 min y leer la Absorbancss & 515 nm, calibrando al especirefoldmedrs con &l blanco (B)*

Fuente: Centro de desarrollo, Andlisis y control de Calidad de Medicamentos y
Fitimedicamentos (CEDACMEF).
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Anexo 11. Flujograma del procedimiento experimental de la determinacién de la

actividad antioxidante del extracto hidrolalcohdlico de las flores de Brachyotum
naudinii Triana.

I, Determinacion de la actividad antioxidante de la muestra problema

12,5 mg Exiracio EM0H 507 cap
alamizado 'H_\ 'lf._

[E00 ugimL]

//’:ﬁ\.

4,0 mL 3.0 mL 2.0 mL 10ml O05ml

LALLd l’rm

|zmug\-ri-1 |zuu ugim} |15t~ug\-ri-1 |1mug\-ri-1 |E-Duu=mLJ |15uumi-1

3 mL HO D.3rr|L I:IE-rnl. IIIE-n'I. EIEIrnL I:IE-rnl. I:l.ElrnL

Tronuoy

Reposar 30 min y leer la Absorbancia & 515 nm, calibrando al especirofolémetro con o blanco (B)*

i Para el blanco: 0,3mL H20 + 2,7mL de DPPH.
i El blanco se prepara para cada concentracion.

Fuente: Centro de desarrollo, Andlisis y control de Calidad de Medicamentos y
Fitimedicamentos (CEDACMEF).
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Anexo 12. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH del

extracto hidrolalcohdlico de las flores de Brachyotum naudinii Triana.
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Anexo 13. Flujograma del procedimiento experimental de la evaluacion in vitro del
factor de proteccion solar del extracto hidrolalcohélico de las flores de Brachyotum

naudinii Triana.

| Smgdeswacoaomzato £ Aeohelde 0" |
[500ug/mL]
foamL i foiamL i fomL
[ R Lessasanunn
[10ug/mL] [20ug/mL] [100ug/mL] [200ug/mL]

e  Realizar el barrido espectral de 290 a 320 nm
e Laabsorbancia se realizara por triplicado.
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Anexo 14. Matriz de consistencia

Titulo: Contenido de antocianinas, actividad antioxidante y fotoprotectora in vitro del extracto hidroalcohdlico de las flores de Brachyotum

naudinii Triana.

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
¢, Cudl es el | Objetivo general: Hi: Variable Tipo de investigacion
contenido de | Determinar el contenido de | El extracto hidroalcohdlico | independiente Basica
antocianinas, antocianinas, actividad | de las flores de | Extracto hidroalcoholico | Definicion de la poblacion y muestra
actividad antioxidante y fotoprotectora | Brachyotum naudinii Triana | de las flores de B. a) Poblacién.- Flores de B. naudinii recolectadas
antioxidante y|in vitro del extracto|presenta un contenido| naudinii del Bosque de Piedras de Huaraca del distrito de
fotoprotectora  in| hidroalcohdlico de las flores | importante de | Indicador: Vinchos, provincia de Huamanga, Ayacucho.
vitro el extracto|de Brachyotum naudinii | antocianinas. Concentracion del| b) Muestra.- 500 gramos de flores de B. naudinii
hidroalcohdlico de | Triana. Hi: extracto recolectadas del Bosque de Piedras de Huaraca
las  flores de | Objetivos especificos: El extracto hidroalcohdlico | Variables del distrito de Vinchos, provincia de Huamanga,
Brachyotum e Evaluar el contenido de|de las flores de | dependientes Ayacucho.
naudinii Triana? antocianinas en el | Brachyotum naudinii Triana | Contenido de Métodos instrumentales para la recoleccién
extracto hidroalcohdlico | presenta actividad | antocianinas de datos
de las flores de|antioxidante y | Actividad antioxidante | Para determinar el contenido de antocianinas y
Brachyotum naudinii | fotoprotectora. Efecto fotoprotector evaluar la actividad antoxidante y fotoprotectora
Triana. Ho: Indicador: se empleard la espectrofotometria UV-VIS.
e FEvaluar la actividad|El extracto hidroalcohdlico | Concentracion de Analisis estadistico
antioxidante in vitro del | de las flores de | antocianinas en mg/100 | Los datos obtenidos seran procesados vy
extracto hidroalcohdlico | Brachyotum naudinii Triana | g analizados mediante el programa Microsoft Excel
de las flores de|no presenta actividad | Actividad antioxidante |y expresados en promedios, representados en
Brachyotum naudinii | antioxidante ni| (%) y concentracion gréaficas y se realizara el andlisis de varianza para
Triana. fotoprotectora. media inhibitoria identificar diferencias estadisticamente
e FEvaluar la actividad (ng/mL) significativas (p<0,05) del factor de fotoproteccion

fotoprotectora in vitro del
extracto hidroalcohdlico
de las flores de
Brachyotum
Triana.

naudinii

indice del factor de
proteccion solar (FPS)

de los diferentes tratamientos, aplicAndose
ANOVA y comparaciones multiples con el Test de
Tukey, empleando el programa SPSS.
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