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RESUMEN

Veronica persica Poir “cancer ccora”, una especie ampliamente distribuida a nivel
mundial, utilizado tradicionalmente para afecciones inflamatorias. El objetivo fue
evaluar la actividad antinflamatoria y antioxidante in vitro de los compuestos
fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir. Los compuestos
fendlicos se obtuvieron con acetato de etilo a partir del extracto hidroalcohdlico.
Los fenoles totales se determinaron mediante el método del Folin - Ciocalteu, los
flavonoides por método de cloruro de aluminio, la actividad antioxidante por los
métodos DPPH, ABTS y FRAP y la actividad antiinflamatoria in vitro por el método
de estabilizacién de membrana de los glébulos rojos humanos. Los compuestos
fendlicos aislados presentaron 720,45 + 3,19 mg GAE/g de fenoles totales y
220,06 = 4,08 mg QE/g de flavonoides. Asimismo, presentaron una actividad
antiinflamatoria in vitro a una concentracion de 1000 pg/mL un porcentaje de
70,5% de inhibicién de hemodlisis, la actividad antioxidante fue de 1902,80 + 27,37,
2180,67 = 15,39 y 1912,57 = 6,79 umol ET/g de muestra, para los ensayos de
DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente; y para el porcentaje de inhibicién de los
radicales DPPH y ABTS, fueron de 96,10% y 97,51% respectivamente. En
conclusion, los compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica

persica Poir tienen actividad antinflamatoria y antioxidante.

Palabras clave: Veronica persica Poir, compuestos fenodlicos, actividad

antiinflamatoria, actividad antioxidante.
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. INTRODUCCION

Actualmente ha revolucionado temas con respecto al estrés oxidativo generado
por radicales libres, quienes originan un desbalance en la proteccién antioxidante
medido por la disminucién de la capacidad de los mecanismos enddgenos de
neutralizar los radicales libres, desencadenando mdultiples patologias como
agentes principales o como factores de riesgo?, patologia como el cancer al dafiar
al ADN gendmico, problemas neurodegenerativos puesto que el estrés oxidativo
ocasionan defectos que en cuestidn de exposicidn generan el deterioro cognitivo
y la demencia.

La inflamacion considerada como un proceso fisiopatol6gico como mecanismo de
respuesta a una lesion es considerado como un proceso natural, sin embargo, la
exacerbacion de un proceso inflamatorio podria causar problemas perjudiciales
como dafios al ADN y originar procesos inflamatorios crénicos originando cancer,
asi mismo, generar problemas neuro inflamatorios.?

Los polifenoles compuestos quimicos considerados metabolitos originados del
metabolismo secundarios de las plantas cuentan con estudios que explican su
relacién con ciertas actividades farmacolédgicas y sobre todo sobre su capacidad
donadora de electrones capaz de neutralizar radicales libre contribuyendo contra
el estrés oxidativo, estos compuestos fenélicos estdn ampliamente distribuidas en
todas las partes de las plantas, sobre todo se encuentran en las partes aéreas de
las hojas y tallos, entre la actividades farmacoldgicas predominantes es sobre la
inflamacién donde se evidencié que los 4cidos fendlicos poseen la capacidad de
inhibir (lipooxigenasa) LOX y (ciclooxigenasa) COX; mientras que los flavonoides
inhiben la expresion del (6xido nitrico) NO y los niveles de TNF-a en los
macrofagos, como también inhibir enzimas claves para la induccion de la
inflamacién como la IL-1 e IL-6, lo que explica su mecanismo de accion

antinflamatoria.?



Actualmente, el abuso de los medicamentos antiinflamatorios genera un problema
de salud, puesto que un inadecuado uso, o exposicion prolongada al
antiinflamatorio podria generar consecuencias graves y en ocasiones mortales a
largo tiempo, se destacan problemas vasculares, gastrointestinales y renales?,
estos problemas nos dan la idea de poder generar nuevas alternativas
terapéuticas que posean menos toxicidad, sean mas seguras, mas accesibles y
con menores costos. Por ello, el uso de las plantas como alternativa para
tratamientos antiinflamatorios seria una opcion, previo a estudios que determinen
la presencia de compuestos polifendlicos en cantidades significativas que ayuden
en la terapia antiinflamatoria y asi mismo, actuar a nivel de la reduccion de los
radicales libres disminuyendo el estrés oxidativo.

Las variedades vegetales del género Veronica se distribuyen ampliamente a nivel

mundial, entre los principales estudios han determinado que muchas especies

contienen &cidos fendlicos y flavonoides en cantidades significativas con variacion
en el contenido de acuerdo a la especie, entre las resaltantes tenemos a Veronica
persica Poir. “cancer ccora”, usando ampliamente como antiinflamatorios,
antialérgico, cicatrizante, entre otros y que en estudios de la caracterizacién de los
compuestos quimicos de las partes aéreas han reportado contener acidos

fendlicos y flavonoides con interés farmacol6gico ya sea en su forma aglicona o

glicosilada y a su vez ser potentes agentes antioxidantes. Los objetivos que se

plantearon fueron:

Objetivo general

Determinar la actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro de los compuestos

fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir. “cancer ccora”.

Objetivos especificos

e Cuantificar el contenido de fenoles totales y flavonoides en los compuestos
fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir. “cancer
ccora”.

e Determinar la actividad antiinflamatoria como porcentaje de proteccién de los
glébulos rojos de los compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos de
Veronica persica Poir. “cancer ccora”.

e Determinar la actividad antioxidante equivalente a Trolox de los compuestos
fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir. “cancer ccora”
segun los métodos DPPH, ABTS y FRAP.



1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Shim et al.,® evaluaron un estudio para el efecto farmacoldgico del extracto
etandlico de Veronica persica Poiret sobre un modelo de inflamacion respiratoria
inducida por los acaros del polvo doméstico. Se evaluoé la capacidad de respuesta
de las vias respiratorias a la metacolina en aerosol, los niveles séricos de
inmunoglobulina (Ig)E y el niumero total de células en el pulmén y el liquido de
lavado broncoalveolar (BALF). Como resultado el extracto etandlico suprimié
significativamente los niveles totales de IgE y el aumento del valor de Penh
inducido por metacolina en el modelo de raton desafiado con acaros de polvo;
también disminuyd la infiltracién de eosindfilos y neutréfilos en los pulmones y
BALF; por otro lado, redujo significativamente la produccién de citoquinas en BAL
y medio de cultivo de esplenocitos, y la expresion de ARNm relacionados con la
inflamacién de las vias respiratorias en el tejido pulmonar; atenué la gravedad de
la remodelacion de las vias respiratorias en los tejidos pulmonares y disminuy6 la
infiltracion de eosindfilos y neutrdéfilos en los pulmones y BALF. Concluyeron que
el extracto etandlico de Veronica persica Poiret podria ser un agente
farmacol6gico potencial para prevenir enfermedades inflamatorias de las vias

respiratorias.

Fierascu et al.,® desarrollaron un estudio para evaluar el efecto mitodepresivo,
antioxidante, antifungico y antiinflamatorios de Arctium lappa L. (Asteraceae) y
Veronica persica Poiret (Plantaginaceae). Se evalud la actividad antioxidante
mediante dos métodos de eliminacion de radicales libres DPPH y del
fosfomolibdato, para la actividad antifangica se prob6 contra dos sepas de hongos
Aspergillus niger ATCC 15475y Penicillium hirsutum ATCC 52323, en la actividad
antiinflamatoria se evalu6 mediante la administracion intraplantar (dextrano 0,6%

y caolin al 10%) en ratas Wistar machos. Se obtuvo como resultado para el



extracto V. persica y A. lappa obtuvo 79,91 + 0,31% de eliminacion del radical
DPPH, en la actividad antifiingica A. lappa mostrd superioridad, para la actividad
antiinflamatoria las especies vegetales mostraron un efecto significativo

sobresaliendo V. persica.

Sharifi et al.,” evaluaron la actividad antioxidante y eliminadora de radicales libres
in vitro e in vivo de Veronica persica Poir. La actividad antioxidante se determind
in vitro segun el método DPPH vy la eliminacion del radical oxido nitrico (NO),
dentro de los ensayos in vivo se midi6 mediante la actividad de la enzima
superdxido dismutasa, ensayo de la peroxidacion lipidica, actividad de la catalasa
y el ensayo del glutatién reducido. Como resultado reportaron un 88,5 mg/g
equivalente a acido tanico; 9,3 mg/g de quercetina (flavonoides); 6,5 mg/g de
qguercetina (flavonoles); 7,1 mg/g de catequina; mostr6 una buena actividad
antioxidante a una concentracion del 0,5 mg/mL en los ensayos de DPPH y sobre

el radical del 6xido nitrico.

Mohadjerani et al.® realizaron un estudio de Veronica crista-galli Steven vy
Veronica persica Poir., para evaluar sus propiedades anticancerigenas y
antioxidantes in vitro. Se utilizé el método de eliminacién el radical DPPH, la
actividad antioxidante total y el ensayo de MTT midiéndose en diferentes tiempos
de incubacion. Como resultado se obtuvo que Veronica crista-galli Steven
present6 mayor contenido de flavonoides (16,19 + 0,001 mg de QE/g de planta
seca), asi mismo, mayor contenido de fenoles totales (60,75 + 0,0013 mg GAE/g
de planta seca), con respecto a la actividad antioxidante se obtuvo valores de ICs
de los extractos de V. persica y V. crista-galli fueron de 153,7 y 79,64 ug/mL,
respectivamente. Por otro lado, V. crista-galli poseia un efecto inhibidor
considerable en concentraciones mas bajas en las lineas celulares MCF-7.
Concluyendo que la fraccién acuosa de los extractos metanélicos de V. persica y

V. crista-galli tienen actividad antioxidante in vitro y antiproliferativas selectivas.

Sharifi et al.,° evaluaron la actividad antibacteriana, antifingica, escolicida y
finalmente el potencial inhibidor de las enzimas acetilcolinesterasa, tirosinasa,
lipoxigenasa y xantina oxidasa evaluados sobre el extracto metandlico de
Veronica persica Poir. Emplearon técnicas espectrofotométricas las cuales
determinaron que el extracto logré inhibir xantina oxidasa (XO) en 84,99 % y la
lipoxigenasa (LOX) en 55,35 %. Se llegé a la conclusion que la alta inhibicién de
XO por el extracto de V. persica puede influir sobre el efecto antioxidante, en tanto

gue la inhibiciéon de LOX podria influir parcialmente a la actividad antiinflamatoria.



Harput et al.’° realizaron un estudio para determinar la actividad antiinflamatoria y
citotoxica de cinco especies del género Veronica. Se evalud la inhibicion de la
producciéon del o6xido nitrico (NO) sobre macréfagos estimulados por
lipopolisacaridos (LPS) para determinar la actividad antiinflamatoria, por otro lado,
se utilizé el método de eliminacion del radical libore DPPH para determinar si
presenta actividad antioxidante. Como resultado se evidencié que la fracciéon
acuosa inhibié significativamente la produccién de NO sin citotoxicidad, mientras
que la fraccion cloroférmica mostro citotoxicidad en funcién de la concentracion,
por otro lado, para la eliminacién de radicales DPPH fue eficaz con la fraccion
acuosa de las cinco especies de Veronica. Las fracciones cloroférmicas de las
especies de Veronica, excepto V. cymbalaria, fueron citotoxicas contra las células
de melanoma KB y B16. Concluyeron gue las cinco especies de Veronica tienen

actividad antiinflamatoria y citotoxica.
2.2. Veronica persica Poir.

2.2.1.Clasificacion taxondmica segun el sistema Cronquist A. 1998

REINO : PLANTAE

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : SCROPHULARIALES
FAMILIA : SCROPHULARIACEAE
GENERO ; Veronica

ESPECIE ; Veronica persica Poir.
NOMBRE VULGAR : “cancer ccora”

Fuente: Certificado emitido por la Blga. Laura Aucasime M. (Anexo 1)
2.2.2.Sinonimia

Veronica persica Poir., presenta las siguientes sinonimias:

¢ VVeronica buxbaumii Diez.

¢ Veronica byzantina BSP.

¢ Veronica difusa Raf.

¢ VVeronica meskhética Kem.-Nath.

¢ Veronica persica var. aschersoniana (EBJ Lehm.) Drabble & JE Little

¢ Veronica persica var. corrensiana (EBJ Lehm.) Stroh



¢ Veronica polita P.

¢ Veronica precox Raf.

e Veronica rotundifolia Sessé & Moc.

¢ Veronica tournefortii CC Gmel.

¢ Veronica tournefortii subsp. aschersoniana EBJ Lehm.
e VVeronica tournefortii subsp. corrensiana EBJ Lehm.!!

2.2.3.Descripcién botanica

V. persica Poir., es una planta herbacea anual que se reproduce principalmente a
través de semillas. Las hojas de esta especie estan apareadas en el tallo inferior
y dispuestas alternativamente en la parte superior. La planta tiene tallos débiles
gue forman una cubierta vegetal densa y postrada. Las flores son de color azul
con rayas oscuras y centro blanco, con un plano vertical de simetria. V. persica
Poir. se puede distinguir de especies similares por su fruto en forma de corazén
con dos I6bulos muy separados.®

2.2.4.Compaosiciéon quimica

Se ha reportado cantidades importantes de fenoles totales en el extracto acuoso
de Veronica persica, superiores a los obtenidos a partir del extracto acuoso de
Veronica crista-galli.® Del extracto de acetato de etilo de las partes aéreas se
aislaron aucubina, catalpol, veronicosido, anficosido, catalpésido, verprosido y 6—
o-veratroilcatalpol. Esta especie se puede diferenciar de las otras especies de
Veronica, estrechamente relacionadas del grupo agrestis, por su contenido de
ésteres de catalpol derivados del &cido benzoico.'?

Se aislaron otros componentes de las partes areas de Veronica persica: un
glucosido feniletanoide, el persicosido y tres glucosidos feniletanoide conocidos,
actedsido, isoactedsido y lavandulifoliésido.1°

2.2.5.Propiedades y usos medicinales

Especies del género Veronica son ampliamente conocidas y utilizadas por la
medicina tradicional oriental en la curacibn de heridas por su propiedad
cicatrizante, asi como anticancerigeno, antirreumatico. Se usan también en
diversos trastornos inflamatorios como laringitis y en enfermedades respiratorias,
como expectorante. 013

2.3. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos se clasifican en acidos fendlicos (derivados del acido

hidroxibenzoico y acido hidroxicinamico), flavonoides, taninos, como se muestra



en la Figura 1, estos compuestos generalmente se presentan conjugados a
monosacaridos (glicosiladas) o en su forma libre. Diversos estudios muestras que
los compuestos fendlicos presentan actividades farmacoldgicas de gran interés
como la antibacteriana que debido a la presencia de varios grupos hidroxilo son

toxicos para los microorganismos.'4

Compuestos fendlicos

[ | | |

Acld_os Flavonoides Taninos Estilbenos
fendlicos
Acido Flavonoles, Derivados de
hidroijenzoico, flavonas, los taninos,
Acido flavononas, taninos
hidroxicinamico. antocianinas, hidrolizables
isoflavonas

Figura 1. Compuestos fendlicos de origen natural.**

2.4. Lainflamacién

La inflamacién es un mecanismo de defensa que se activa frente a cualquier
agresion externa, esta controlada por el sistema inmunolégico como modo de
respuesta al dafio causado a sus células y tejidos, la inflamacién en si es una
proceso de reparacion lo implica elevado gasto metabdlico'® Se caracteriza por la
presencia del calor, rubor, dolor, y tumor (hinchazén), el calor y el enrojecimiento
de la inflamacion es a causa de la vasodilatacion y la elevacion del flujo sanguineo
en la zona afectada, el hinchazon es a causa de un del aumento de liquido

extracelular (exudado).*®
2.4.1.Fisiopatologia

El evento fisiopatolégico inicia con la lesién de los tejidos; que puede ser
mecanica, calorica, por lesiones celulares provocados por hipoxia-reperfusion y
por los radicales libres. Este tipo de eventos inician la liberacion de citoquinas.
Una vez que son estimulados los receptores de membrana proinflamatorios, éstos

activan diferentes proteincinasas citoplasmaticas que fosforilan y degradan al



inhibidor del Factor Nuclear-kB alfa (iFN-kB alfa). La inflamacion crea barreras
para evitar las metastasis microbianas, y la reparacion del tejido lesionado por la

agresion o por la respuesta del huésped.’
2.4.2.Mediadores inflamatorios

Los mastocitos perivasculares responden a los neuropéptidos liberados por las
terminaciones nerviosas dafiadas y estimuladas liberando histamina, triptasa y
otras proteasas y TNF-a preformados, y eicosanoides prostaglandinas
inflamatorias, tromboxanos Yy leucotrienos, citoquinas Yy quimioquinas
neoformadas. Histamina, eicosanoides y triptasas causan vasodilatacion
responsable del calor y rubor inflamatorios y extravasacion responsable del tumor

o edema inflamatorio.*’
2.5. Farmacos antiinflamatorios

Pueden ser del tipo esteroideos y no esteroideos. Los primeros son corticoides
naturales o semisintéticos de caracteristicas estructurales y farmacolégicas
similares a los primeros. Los no esteroideos o AINE, son un grupo quimicamente
heterogéneo de farmacos que ademas de sus propiedades antiinflamatorias

actGian en mayor o menor medida como analgésicos y antipiréticos.®
2.6. Radicales libres

Son especies quimicas moleculares, que presentan una capacidad de coexistir de
manera independiente y se caracteriza por presentar un electrén desapareado en
un orbital atomico, lo que le brinda propiedades como su alta reactividad e
inestabilidad, por lo que con el objetivo de alcanzar su estabilidad electrénica
captan electrones de moléculas estables y en consecuencia esta molécula
también queda desapareada generando otra molécula inestable en una reaccién
en cadena. Las especies de radicales libre que presentan oxigeno de mayor
relevancia relacionados con efectos patoldgicos son: el perdxido de hidrégeno, el
radical anién superoxido, radical hidroxilo, el singlete de oxigeno, hipoclorito,
radical 6xido nitrico y radical peroxinitrito; compuestos altamente reactivos con la
capacidad de dafiar moléculas de gran importancia biolégica presentes en el
nicleo y membrana celular (el ADN, proteina, carbohidratos, lipidos). Los
radicales libres presentan una vida media de microsegundos, no obstante, es el

tiempo suficiente para reaccionar con todas las moléculas susceptibles presentes



en su entorno y de esta manera generar el dafio a los componentes moleculares

que conforman la célula.®
2.7. Antioxidantes

Es toda molécula estable con la capacidad de donar un electrén a un radical libre
con el fin de neutralizarlo, para reducir su capacidad de dafiar a moléculas
susceptibles. Estos antioxidantes actian retrasando o inhibiendo el dafio celular.
También tenemos otros antioxidantes mas ligeros incorporados a nuestro
organismo por la dieta diaria, los principales micronutrientes que actdan como
antioxidantes son la vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (a-tocoferol) y el B-

caroteno.!®
2.8. Estrés oxidativo

El precursor del estrés oxidativo es un radical libre considerado como una
molécula en cuyo ultimo orbital cuenta con uno o mas electrones desapareados y
es capaz de reaccionar con multiples biomoléculas a través de su oxidacion.
Dentro de este concepto general, las formas reducidas del O, se denominan
especies reactivas de oxigeno (ERO); en las que se incluyen radicales libres y
peréxido de hidrégeno (H202). Las ERO estan involucradas en el establecimiento
del estrés oxidativo, condicion que afecta a una amplia variedad de procesos
fisiologicas generando patologias con impacto epidemiolégico. La mitocondria es
la fuente principal de radicales libres, durante la cadena de transporte de
electrones, el Ultimo paso en la produccion de protones de alta energia, cuyo
pasaje a través de la membrana interna de la mitocondria genera un gradiente

eléctrico necesario para formar el ATP.20.2

El estrés oxidativo se considera como el resultado de un desequilibrio entre la
presencia de radicales libres y los compuestos antioxidantes, lo que implicaria un
dafio a diversas especies moleculares (lipidos, proteinas y acidos nucleicos), el
estrés oxidativo a corto plazo se produce en tejidos lesionados por traumatismos,

hipertoxia, toxinas, infecciones, lesiones por calor y ejercicio excesivo.®?!
2.9. Trolox

Trolox (6-hydroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2- acido carboxilico), es un analogo
hidrosoluble del alfa-tocoferol (vitamina E), presenta alta solubilidad en agua y su

amplia disponibilidad comercial, se utiliza como estandar de referencia para los



ensayos de miden la actividad y/o capacidad antioxidante (como DPPH, FRAP,
ABTS, ORAC).%

CH,
HO

HsC
CH,OH

CHg

Figura 2. Estructura del trolox.22

2.9.1.Sistema de defensas antioxidantes

Los organismos aerdbicos presentan sistemas antioxidantes complejos, que
abarcan antioxidantes de tipos enzimaticos y no enzimaticos quienes son efectivos
para inhibir los efectos nocivos de las especies reactivas del oxigeno (ROS). Sin
embargo, en un contexto patoldgico, los sistemas antioxidantes pueden verse
abrumadas. Al estrés oxidativo se le atribuye como factor de riesgo para multiples
afecciones y enfermedades patoldgicas, resaltando al cancer, como también los
trastornos neuroldgicos, hipertension, aterosclerosis, la isquemia/perfusion,
diabetes, problemas respiratorios, la fibrosis pulmonar idiopéatica, asma, la

enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).

Tabla 1. Antioxidantes exdgenos y enddgenos.

Exdgenos Endégenos
Vitamina E Glutation
Vitamina C Coenzima Q
Flavonoides
Betacaroteno

2.10. Técnicas para evaluar la capacidad antioxidante, de fenoles totales y

flavonoides
2.10.1. Método del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

ElI DPPH es una molécula conocida como un radical libre (RL) estable, compuesto
tipico utilizado en determinacion del poder antioxidante de compuestos quimicos,
el cual absorbe en metanol a 517 nm, en solucién el DPPH se presenta de un color
violeta oscuro y al momento de reaccionar con el compuesto antioxidante donador
de atomos de hidrégeno, se origina un reduccién del DPPH (forma no radicalaria)

donde la solucidn se torna a una coloracion amarilla palida el cual es monitoreado
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mediante lecturas al espectrofotdmetro para verificar variacién de la absorbancia

y determinar parametros que identifiquen propiedades antioxidantes.??

o0 Q.

: |
N

NH
O5N NO, i O,N NO,
A-H
NO; NO,
DPPH oxidado DPPH reducido
(violeta) (amarillo)

Figura 3. Reaccion de reduccion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).2*

2.10.2.Método del radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6 sulfénico)
(ABTS)
Este método relaciona la formacion del croméforo ABTS®* (cation radical) de
coloracién verde-azul originado mediante la reaccién entre ABTS y el persulfato
de potasio (K2S20s). Al interaccionar con un compuesto antioxidante se origina la
reduccion del ABTS** donde la solucion verde-azul se torna incolora y mediante
lecturas de absorbancia se mide el grado de decoloracion generado por el
antioxidante, dando como resultado el porcentaje de inhibiciéon del radical cation,

siendo la longitud de onda éptima 734 nm.?®
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Figura 4. Reaccion del radical ABTS con un agente antioxidante.?®

2.10.3.Método del poder reductor del hierro (FRAP)

Se trata de un método espectrofotométrico que mide la reduccién de un complejo
formado por un cromdégeno, normalmente de TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-triazina), y
hierro férrico (Fe®*) incoloro a un complejo ferroso de un intenso color azul verdoso

en presencia de antioxidantes en un medio acido, siendo la longitud de onda

optima 593 nm.?’

(Reduccién) Fe3* — Fe?*

Incolor —» Azul intenso

N@ﬁ %@

+ antioxidante, antlomdante Fe (||)
Fe (|||)
N “
N A
/ | N / | Z
| S N

3+ 2+

[ Fe (I(TPT2), | |Fe () (112}

Longitud de onda max= 593 nm

Figura 5. Reaccién del método de FRAP.%®
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2.10.4. Método de Folin-Ciocalteu

Mide la capacidad para reducir el reactivo de acido fosfomolibdico/fosfotingstico
a un complejo azul, es decir, el ensayo consiste en generar un ion fenolato que
reduce Folin-Ciocalteu (W*® Mo*®) a (W*> Mo™) que es un complejo el cual se
representa por la formacion de una coloracion azul o que es monitoreado

espectrofotométricamente a 725 nm.?®

OH O

Reactivo de Folin-Ciocalteu (W, Mo®)  Reactivo de Folin-Ciocalteu (W5*, Mo®*)
Color amarillo Color azul

Figura 6. Reaccion del reactivo de Folin-Ciocalteu.?®

2.10.5. Método de tricloruro de aluminio

Ensayo planteado por Harborne (1954), para la determinacion de antocianinas,
posteriormente se utiliz6 como método de determinacién espectrofotométrico de
flavonoides. Esta reaccion forma complejos estables a partir del catién aluminio
con los radicales hidroxilos presentes en los flavonoides, siendo la longitud de
onda éptima 510 nm.

o ©
N\ oY
Al

Figura 7. Formacion de complejos a partir de la reaccion del tricloruro de aluminio y
los flavonoides.*®
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2.11. Método para la evaluacién de la actividad antiinflamatoria
2.11.1. Método de la estabilizacién de la membrana de glébulos rojos in vitro

Un modelo in vitro utilizado para la investigacion de compuestos con actividad
antiinflamatoria, puesto que realizan la estabilizacion de la membrana del glébulo
rojo que fue inducido a hemdlisis, se mide la capacidad que tienen los compuestos
bioactivos con caracteristica antiinflamatorio para evitar la hemdlisis, mediante la
estabilizacion de la membrana celular eritrocitaria. Este modelo se ha utilizado en
la mayoria de los procedimientos preliminares de evaluacion antiinflamatoria in
vitro y es empleado para evaluar diversas sustancias con posible actividad
antiinflamatoria para luego realizar estudios in vivo.3! Este ensayo es utilizado con
el fin de determinar la actividad antiinflamatoria in vitro para extractos vegetales o
metabolitos aislados, este método se fundamenta a la exposicién de los eritrocitos
a un medio hipotoénico, lo que hace es generar una lisis de la membrana celular
de los eritrocitos generando una liberacion de sustancias intracelulares como los
mediadores de la inflamacidn, proteinas séricas, etc., que desarrollan un proceso
inflamatorio, esto nos da la idea de que si un componente quimico estabiliza la
membrana, esta puede tener actividad antiinflamatoria.3?32 Otros autores explican
gue la actividad antiinflamatoria esta mediada por la capacidad del extracto para
corregir la entrada de calcio en los eritrocitos, esto se debe a que la membrana de
los eritrocitos se parece a la membrana lisosomal y, como tal, el efecto de los
extractos sobre la estabilizaciébn de los eritrocitos podria extrapolarse a la
estabilizacion de la membrana lisosomal, por otro lado, la actividad antiinflamatoria
también puede explicarse por la inhibicion de la liberacion del contenido lisosomal

en el lugar de la inflamacion.*
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

Se realiz6 en los laboratorios de Farmacia de la Facultad de Ciencia de la Salud,

de noviembre de 2022 a mayo de 2023.
3.2. Definicién de poblacion y muestra
3.2.1.Poblacion

Planta deVeronica persica Poir “cancer ccora” que crece a 3246 msnm. en el
distrito de Maria Parado de Bellido, provincia de Cangallo del Departamento de

Ayacucho.
3.2.2.Muestra

Un kilogramo de hojas y tallos de Veronica persica Poir “cancer ccora” que fueron

recolectados por conveniencia.
3.2.3.Unidad de anélisis

Compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir.

“cancer ccora”.
3.3. Metodologiay recoleccion de datos
3.3.1.Recoleccidn de la muestra vegetal

Las muestras fueron recolectadas manualmente en fase de floracién en el mes de

abril de 2022 y transportados a los laboratorios de Farmacia para su secado.
3.3.2.Desecacién de la muestra vegetal

Las hojas y tallos de las plantas fueron secadas a temperatura ambiental bajo

sombra durante dos semanas.
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3.3.3.Molienda

Las hojas y tallos secas fueron triturados utilizando licuadora, hasta conseguir un

polvo fino.
3.3.4.0btencién del extracto hidroalcohélico

Se pesaron 200 gramos de la muestra molida el cual fue macerado con 1800 mL
de etanol al 80% (1: 10), en un frasco de vidrio por 7 dias, en un ambiente fresco
y oscuro. Durante el proceso el frasco se agitd manualmente durante 10 minutos
diariamente, con la finalidad de incrementar la superficie de contacto de la muestra
con el solvente. Pasado el tiempo establecido, se procedié a filtrarlo,
posteriormente concentrado en un rotavapor (BUCHI R300), a presioén reducida y

finalmente hasta sequedad en una estufa a 40 °C.
3.3.5.Extracciéon de compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos se obtuvieron con extraccion liquido-liquido con acetato
de etilo, previo desengrasado y despigmentado del extracto hidroalcohdlico con

éter de petr6leo.*®
3.3.6.Cuantificacion de fenoles totales

Se determiné utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu (Merck ®), de acuerdo a lo
propuesto por Palombini et al.®, se prepard la muestra a 1 mg/mL en metanol y
se procedi6 de la siguiente manera: inicialmente, se tomé 50 pL de la muestra 'y
se llevo a 1 mL con H>O(q), se afiadié 0,5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu 0,2 N, se
agité en el vortex y luego se dejo reaccionar por 5 minutos, adicioné 2,5 mL de
Na.COs al 5%, se mezcld y se dejo reposar en la oscuridad por 40 minutos. Se
ley6 la absorbancia a 725 nm utilizando un espectrofotdmetro. Asi mismo, se
prepard la curva de calibracion a concentraciones de 10; 20; 30; 40; y 50 pg/mLy
se procedio similar a la muestra. Para el calculo se utilizé la ecuacion de la recta:
y =0,013x + 0,0783
Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de acido galico por gramo

de muestra (mg GAE/g de muestra).

3.3.7.Cuantificacion de flavonoides

Se realizé por la técnica del cloruro de aluminio descrito por Zhishen et al.>® Para
el cual se prepar6 la muestra a 1 mg/mL en metanol, del cual se tom6 500 L del

extracto, se agreg6 500 pL de H>O(q), luego se 150 pL de NaNO; al 5%. Se dej6 a

reposar por cinco minutos, después se agreg6 150 pL de AICI; al 10%, 2 mL de
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NaOH al 4%. Finalmente se agreg6 1700 pL de H>O), se homogenizé y dejé en
reposo por 15 minutos. La lectura de la absorbancia se realiz6 a 510 nm. La curva
de calibracion se realiz6é con quercetina a 40, 80, 120, 160 y 200 ug/mL. Para el
calculo se utilizé la ecuacion de la recta:

y = 0,0014x + 0,0066

Los resultados son expresados en mg equivalentes de quercetina por gramo de
muestra (mg EQ/g muestra).

3.3.8.Determinacién de la actividad antiinflamatoria in vitro

Se empled el método de estabilizacion de la membrana de glébulos rojos

humanos, descrito por Shinde et al.*’
3.3.8.1. Preparacion de la suspensién de glébulos rojos

La sangre fue mezclada con solucién Alsever® (Sigma Aldrich) a un volumen
similar, luego fue centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos; las células
empaguetadas fueron lavadas con suero fisiol6gico por tres veces y nuevamente
centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos. Se prepar6 una suspension de glébulos

rojos al 10% p/v con suero fisiolégico.
3.3.8.2. Tratamiento de la muestra

La muestra se prepar6 a 100, 250, 500 1000 ug/mL, en suero fisiolégico, como
estandar se realizé con diclofenaco 25 mg/ mL y dexametasona 4 mg/2mL en
suero fisiolégico. La mezcla de reaccién contenia 1 mL de buffer salina 0,15 M (pH
=7,4), 1 mL NaCl 0,9%, 1 mL de la muestra, 0,5 mL de la suspension de glébulos
rojos al 10% p/v y 2 mL de solucion hiposalina. Para el control se utilizé6 2 mL de
solucion hiposalina en lugar de agua destilada. Las mezclas fueron incubadas a
37 °C durante 30 minutos en Bafio Maria y luego se centrifugé a 3000 rpm por 10

minutos. La lectura de las absorbancias se realiz6 a 560 nm.
3.3.8.3. Célculo del porcentaje de estabilizacién de la membrana

Se empled la siguiente formula matematica:

Abs
Proteccién (%) = 100 — —Mp/st) 100
Abs,

Donde:
Abs¢: Absorbancia control

Absy, /s¢: Absorbancia de la muestra o estandar de referencia.
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3.3.9.Determinacién de la actividad antioxidante in vitro

3.3.9.1. Método de la actividad secuestradora del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH)

Se realiz6 segun lo citado por Carciochi et al.® Se prepar6 la muestra a
concentraciones de 0,1, 0,5y 1 mg/mL en metanol. Inicialmente, se preparé una
solucion patrén (SP), donde se pesé 24 mg de DPPH, se aforé a 100 mL con
metanol y se almacené en refrigeracion. A continuacion, se prepard una solucion
trabajo (ST), de esta se tomd 10 mL de solucién patron y se adicioné 45 mL de
metanol, se midi6 la absorbancia a 517 nm en la cual, se ajusté la absorbancia en
un rango de 1,1 + 0,02 con metanol. Una vez ajustado la absorbancia, se tomé
150 pL de muestra, donde se adicioné 2850 pyL de ST, se dej6 reposar por 30
minutos protegidos de la luz. Se realizé la lectura de la absorbancia a 517 nm

contra un blanco de reaccion.

Se empled la siguiente formula para calcular el porcentaje de la actividad

secuestradora del radical DPPH.

Abs — Abs
% de actividad secuestradora del DPPH = [( DPPH Mp) X 100]

Abspppy
Donde:
Abspppy: Absorbancia del DPPH inicial

Absyp: Absorbancia de la muestra estudiada

Se elabordé la curva patron con trolox a concentraciones de 0,00; 96,89;
193,78;387,55; 581,33 7 775,10 umol/mL. Para el célculo se utiliz6 la ecuacion de
la recta:

y = 0,0012x + 1,061
Los resultados fueron expresados como porcentaje de actividad secuestradora y

micromoles, equivalentes a Trolox por gramo de muestra (umol ET/g de muestra).

3.3.9.2. Método de la actividad secuestradora del catiéon radical acido 2,2-

azinobis-(3-etilbenzotiazolin)-6sulfénico (ABTS)

Se utilizé el procedimiento descrito por Arnao et al.*°, se prepar6 la muestra a
concentraciones de 0,1, 0,3 y 0,5 mg/mL en metanol. Inicialmente, se preparé una
solucion patron (SP) que, estuvo constituida por la solucion 1 (S1) y solucion 2

(S2); en el caso de la S1 se preparé pesando 40,6 mg de ABTS, se aforé a 10 mL
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con agua destilada; la S2 se prepar6 pesando 7 mg de persulfato de potasio y se
afor6 a 10 mL con agua destilada. Ambas soluciones se mezclaron y
homogenizaron y se dejé reposar por 12 horas protegidos de la luz. A
continuacion, se prepard una solucion de trabajo (ST), en la cual, se mezcld 1 mL
de SP con 60 mL de metanol, se procedio a realizar la lectura a 734 nm ajustando
a un rango de 1,1 + 0,02. Se tom6 150 pL de muestra, se adiciond 2850 uL de
(ST) ABTS, se dejo reaccionar por 2 horas protegidos de la luz. Se prosigui6 a
realizar la lectura de la absorbancia en el espectrofotometro a 734 nm contra un

blanco de reaccion.

Abs — Abs
% de actividad secuestradora de ABTS = [( ABTS Mp) X 100]

AbsapTs
Donde:
AbsapTs: Absorbancia del ABTS inicial

Absy,: Absorbancia de la muestra

Se elabor6 la curva patron utilizando trolox a concentraciones de 0,00; 48,44;
96,89; 193,78; 290,66 y 387,55 umol/mL. Para el calculo se utilizé la ecuacion de
la recta:

y = 0,0015x + 1,0001

Los resultados fueron expresados como porcentaje de actividad secuestradora y
pmoles equivalentes a Trolox por gramo de muestra (umol ET/g de muestra).
3.3.9.3. Método de reduccion de hierro (FRAP)

Se empledé el método descrito por Benzie y Strain.®® Se trabaj6 a una
concentracion de 0,1 mg/mL de muestra en metanol. Inicialmente, se prepard un
Buffer acetato (ST), esta soluciéon estuvo constituida por tres soluciones: La
solucion 1 (S1) a partir de 310 mg de C2HsNaO- + 1,6 mL de CH;COOH que fueron
aforados a 100 mL de H>O(), se midi6 el pH de esta solucion (pH 3,6); la solucion
2 (S2) fue a partir de 31,2 mg de TPTZ aforados a 10 mL con una solucion de HCI
40 mMy la solucién 3 (S3) fue a partir de 51,1 mg de cloruro férrico aforados a 10
mL con metanol. Se mezcl6 5 mL de la S1 + 2,5 mL de S2 + 2,5 mL de S3, se
llevé a bafio maria a una temperatura de 37 °C por 30 minutos. Se tomé 150 uL
de muestra, se adicion6 2850 pL de ST, se dejé reposar por 30 minutos protegidos
de la luz y se procedio a realizar la lectura de la absorbancia a 593 nm en el

espectrofotdbmetro, contra un blanco de reaccion.
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Se elaboré la curva patrén con trolox a concentraciones de 48,44; 96,89; 193,78;

387,55y 775,10 umol/mL. Para el calculo se utilizé la ecuacion de la recta:

y = 0,0026x + 0,0264

Los resultados fueron expresados como micromoles equivalentes de Trolox por g

de muestra (umoles ET/g de muestra).
3.4. Disefio de investigacion*

Tipo de investigacion: basico experimental.
Disefio de investigacion: posprueba y grupo control.
Ge XO

Gb- O

GecXO

Donde:

Ge : Grupo experimental

Gb : Grupo Control negativo

Gc : Grupo control positivo

X: Tratamiento

O: Medicion

3.5. Analisis de datos

Para comparar las medias de los diferentes tratamientos se realizé analisis de
varianza (ANOVA), con un nivel de significancia del 95% (p<0,05) y para comparar
las diferencias de las medias de las muestras y del estandar se empleé la prueba

de Tukey.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Identificacién de metabolitos secundarios presentes en los compuestos
fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir. “cancer ccora.
Ayacucho — 2023.

Metabolitos segundarios Ensayo Resultado
Fenoles Cloruro férrico +++
Flavonoides Shinoda +++
Dragendorff ++
Alcaloides Mayer ++
Wagner ++
Saponinas Espuma ++
Azucares reductores Fehling ++
Aminoacidos libres Ninhidrina ++

Leyenda: (+): Escaso/tenue; (++): Moderado; (+++): Abundante/Intenso
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Tabla 3. Contenido de fenoles totales y flavonoides de los compuestos fendlicos
aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir “cancer ccora”. Ayacucho -
2023.

Fenoles totales Flavonoides
Muestra mg GAE/g de muestra mg QE/g de muestra
Media + ESM Media + ESM
Veronica persica Poir
720,45 + 3,19 220,06 + 4,08

“cancer ccora”

ESM: Error estandar de la media de tres repeticiones.
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Leyenda: DI: diclofenaco; DE: dexametasona; CF: compuestos fendlicos.
ANOVA p=2,57x1016

Figura 8. Porcentaje de proteccion de la membrana de glébulos rojos humanos
por tratamiento con los compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos de
Veronica persica Poir. “cancer ccora”. Ayacucho -2023.
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Tabla 4. Actividad antioxidante equivalente a trolox de los compuestos fenélicos

aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir “cancer ccora”. Ayacucho

—2023.
Muestra DPPH ABTS FRAP
umol ET/g de umol ET/g de umol ET/g de
] . muestra muestra muestra
Veronica persica Media + ESM Media + ESM Media + ESM

Poir “cancer ccora”
1902,80 + 27,37

2180,67 + 15,39

1912,57 £ 6,79

ESM: Error estandar de la media de tres repeticiones.
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96,10
100,00 89,11

90,00

74,58
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00 25,65
30,00

Inhibicion del radical DPPH (%)

20,00
10,00

0,00
CF 0,1 mg/mL CF 0,5 mg/mL CF 1 mg/mL Trolox 0,2 mg/mL

Concentracién

ANOVA p=2,82x10*
Figura 9. Porcentaje de inhibiciébn del radical DPPH segun la concentracion de los

compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir. “cancer
ccora”. Ayacucho — 2023
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Concentracion

ANOVA p=19,72x10*°
Figura 10. Porcentaje de inhibicién del radical ABTS segun la concentracion de los

compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir. “cancer
ccora”. Ayacucho — 2023.
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V. DISCUSION

A nivel mundial en medicina tradicional los extractos obtenidos de diversas
especies del género Veronica se utilizan como remedio popular para tratar
diversas dolencias inflamatorias, incluido el reumatismo, como también contra
enfermedades respiratorias, diurético, cicatrizante, entre otros, diversas especies
en estudios del perfil quimico reportan como especies ricas en compuestos
fendlicos.*? Tal es el caso de Veronica persica Poir. “cancer ccora”, una especie
vegetal principalmente de Europa y el sur de Asia, perteneciente a la familia
Plantaginaceae (antes Scrophulariaceae). Esta especie vegetal presenta estudios
previos de las partes aéreas como estudios analiticos y farmacol6gicos que
concluyeron que los componentes iridoides y fendlicos de V. persica presentan
actividades antiinflamatorias o eliminadoras de ROS in vitro’, nuestro trabajo se
bas6 en realizar un aislamiento de los compuestos fendlicos, de esta manera
obtener mejores resultados en cuanto a la actividad antioxidantes y antinflamatoria

in vitro.

En la Tabla 2, se muestran los metabolitos secundarios presentes en los
compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica Poir.
“cancer ccora”; donde predomind la presencia de fenoles y flavonoides seguida
de alcaloides, saponinas, azlcares reductores y aminodacidos libres. Estos
resultados concuerdan con lo que reporta Fierascu et al.?, en su estudio de V.
persica reporta la identificacién de acidos fendlicos como el acido clorogénico,
acido galico, acido ferulico, acido cafeico; entre los flavonoides se reportan la
guercetina, quercitrina, rutina, apigenina y derivados glicésidos de kaempferol,
luteolina; lo que indica que nuestra muestra podria tener estos componentes. Por

otro lado, diversos estudios de especies vegetales del género Veronica se
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identificaron acidos fendlicos como el &cido p-hidroxibenzoico, acido
protocatequico, acido vanilico*® y flavonoides identificados derivados glicésidos de
flavonas como la Iuteolina, apigenina, crisoeriol, tricina, 6-hidroxiflavonas,
isoquercetina®®, reportados en 29 especies de Veronica, otro estudio deporta
poseer flavonas metoxiladas**, compuestos fendlicos que también estan
presentes en la V. persica Poir.,, como también diversos estudios identificaron

glicésidos iridoides*, como la aucubina® y también terpenos.*?

En la Tabla 3, se muestra el contenido de fenoles totales y flavonoides en los
compuestos fenolicos, donde se obtuvo 720,45 + 3,19 mg EAG/g de muestra para
fenoles totales y mientras que para flavonoides se obtuvo 220,06 + 4,08 mg QE/g
de muestra. Los resultados fueron obtenidos mediante una curva de calibracion
con acido galico para fenoles totales y quercetina para flavonoides (Anexo 14 y
15). Al respecto Sharifi et al.*%, reportan que el extracto de V persica Poir., presenta
fenoles libres de 78,45 + 1,3 mg GAE/100 g y como fenoles conjugados 54,77 +
5,2 mg GAE/100 g indicando que los fenoles libres son en forma de agliconas,
mientras que los conjugados son las agliconas asociadas a azUcares
(glicosiladas), otro estudio también realizado Sharifi et al.”, sobre V persica Poir.,
utilizé como estandar el acido tanico reportando 88,5 mg EAG/g (mg equivalente
a acido tanico), Mohadjerani & Asadollahi.?, también cuantificaron fenoles totales
de V. persica Poir., y V. crista-galli, resultando contener 60,75 + 0,0013 y 53,58 +
0,034 mg GAE/qg, respectivamente.

Existen estudios de otras variedades del género Veronica, tal como reporta Mocan
et al.**, quien reporta el contenido fendlico de V. officinalis, V. teucrium y V.
orquidea, que evidencian contener 32,37 £ 1,27; 17,71 £ 0,44 y 34,40 + 2,08 mg
GAE/g; Hassan et al.*’, quién evalu6 la actividad antioxidante de V. biloba,
reportando que esta especie contiene como fenoles conjugados (62,02 + 5,2 mg
GAE/g) y como fenoles libres (81,34 + 0,5 mg GAE/g). Chaira et al.*8, reporta que
la V. rosea contiene 158,8 + 0,4 mg GAE/g de extracto seco; Harput et al.*°, en su
estudio de la actividad eliminadora de radicales libres en catorce especies del
género Veronica reporta que el contenido de fenoles totales resultados en un
intervalo de 46,52 a 200,20 mg GAE/g de extracto seco, incluida la V. persica Poir.,
con 82,04 mg GAE/g. Otro estudio de la V. multifida, realizado por Kog et al.>®
reporta contener 196,67 + 0,72 mg GAE/g. Otra literatura descrita por Zivkovi¢ et
al.>!, estudi6 tres especies del género Veronica (V. jacquinii, V. teucrium y V.

urticifolia), que evidenciaron contener fenoles totales en un intervalo de 116 a 210
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mg GAE/g. En nuestros resultados muestran superioridad en cuanto al contenido
de fenoles totales frente a otras especies, eso podria corroborar o que reporta
Fierascu et al.5, quién menciona en su estudio la predominancia del acido
clorogénico, asi como la luteolina 7 — O — glicésido y la rutina también presente en
cantidades muy significativas (aprox. 330 pg/g peso seco) en el extracto
hidroalcohélico de V. persica Poir.

Con respecto al contenido de flavonoides de V. persica Poir., Sharifi et al.”, reporta
que las partes aéreas contienen 8,3 mg EQ/g en flavonoides, 6,5 mg QE/g en
flavonoles y 7,1 mg EC/g (equivalente a catequina), de proantocianidinas,
Mohadjerani & Asadollahi.®, report6 que la V. persica Poir., y V. crista-galli contiene
10,59 + 0,001 y 16,19 + 0.002 mgQE/qg. En otras variedades del género Veronica,
Mocan et al.**, reportan 6,60 + 0,26; 2,95 + 0,02 y 2,52 + 0,16 mg QE/g para V.
teucrium, V. officinalis y V. orquidea. Chaira et al.*®, reporta que la V. rosea
contiene 179,48 + 9,86 mg QE/g de extracto seco. Kog et al.*® reportar que la V.
multifida contiene 206,17 £ 0,76 mg QE/g. La literatura consultada nos muestra
gue nuestra especie contiene un mayor contenido de flavonoides que el resto de
variedades, esto se podria deber al aislamiento de los compuestos fenélicos
realizado, puesto que los flavonoides son mas solubles en acetato de etilo,
asimismo, estudios indican que Veronica persica Poir., evidencia contener
flavonoides de tipo flavonas agliconas (luteolina, apigenina, crisoeriol, tricina y tres
6-hidroxiflavonas), que generalmente estan presentes en las plantas en forma de
glucurénidos, tal como los evidencia Grayer °2, como también la rutina, hiperésido,
kaempferol 3-O-rutindsido, luteolina, luteolina 7-O-glucdsido y apigenina
reportados por Fierascu et al.%, y al realizar el aislamiento probablemente estos
componentes se encuentren en cantidades mayores.

Los valores entre el contenido de compuestos fendlicos de V. Persica Pior., entre
las otras variedades tuvieron una marcada diferenciacion, esto podria deberse a
la presentacion del compuesto en su forma glicosilada, también a la zona
geografica de procedencia de las especies, la influencia del método de extraccion
y el solvente utilizado, la variaciébn genética, estaciones de recoleccién; estos
factores pueden influir directamente sobre el contenido de fenoles.>® El
procedimiento realizado para el aislamiento de compuestos fendlicos se
fundamenta en el uso de éter de petrdleo para el desengrasado, por presentar una
caracteristica poco polar que por la literatura se explica que este solvente extrae

componentes baja polaridad solubles en éter de petréleo como derivados de
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acidos grasos, algunos triterpenos, ésteres, alcoholes aromaticos®°°, entonces,
luego de desengrasar el extracto etandlico, se hizo una extraccién con acetato de
etilo que segun la literatura es uno de los solventes mas utilizados para la
extracciéon de compuestos fendlicos y eso puede deberse a la caracteristicas
polares y solubles que tienen estos compuestos, estas menciones podrian
también explicar la superioridad de nuestros resultados en cuanto al contenido de
fenoles totales y flavonoides frente a otras variedades del género Veronica, porque
al ser desengrasada estaria quedando en mayor proporcién solo compuestos
fendlicos aislados y por ello nuestros resultados son elevados.

En la Figura 8, se muestra el porcentaje de proteccion de la membrana de
glébulos rojos humanos de los compuestos fendlicos y el estdndar diclofenaco y
dexametasona; en la cual se puede evidenciar que a 1000 pug/mL los compuestos
fendlicos presentan mayor proteccion con (70,5%) en condiciones hipoténicas,
frente al diclofenaco y dexametasona que presentaron un porcentaje de 72,4% y
85,4; respectivamente. La prueba de ANOVA, con un nivel de significancia del
95% (Anexo 17) nos indica que existen diferencias significativas para las cuatro
concentraciones ensayadas y los estandares, existen diferencias significativas, es
decir, que todas las muestras para el efecto inhibitorio de la hemdlisis obtuvieron
un resultado diferente. La prueba de comparaciones mdltiples de Tukey (Anexo
18), donde se evidencia que el resultado obtenido a partir de la concentracion de
1000 pg/mL guarda similitud con el resultado obtenido con el diclofenaco 25
mg/mL. Si bien es cierto, en el tamizaje fitoquimico dieron positivo para la prueba
de alcaloides y saponinas, pero en fenoles y flavonoides resulto un indicativo de
mayor abundancia, estos componentes fendlicos suelen ejercer un mejor efecto
protector de la membrana celular del eritrocito, impidiendo la hemadlisis, en la cual,
se destaca el alto contenido de fenoles totales (720,45 + 3,19 mg GAE/g). Los
flavonoides hidrofébicos (como los flavonoides metoxilados) presentan mejor
proteccion frente a los especies quimicas que desestabilizan la membrana, en
cambio los flavonoides hidrofilicos actian mediante una adherencia a la
membrana por enlaces de hidrégeno y de esta manera brindar la proteccion de la
membrana celular frente a otros agentes desestabilizantes®®, posiblemente al
realizar el desengrasado con éter de petréleo se extrajeron no solo compuestos
solubles al solvente, sino que también algunos compuestos de flavonoides de baja
polaridad solubles en éter tal como reporta Tenorio®’, que las agliconas de los

flavonoides fuertemente metoxiladas tienen un tendencia de ser solubles en
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compuestos menos polares como el éter de petrdleo, esto podria concordar con
los estudios que han identificado flavonoides muchas especies del género
Veronica.**, donde figuran flavonoides de tipo flavonas metoxilados que
probablemente se quedaron en la parte etérea, o de lo contrario en los flavonoides
de V. Persica Poir.%8, que podrian presentar en su forma metoxiladas siendo
solubles en éter de petréleo, esto podria explicar por el motivo por el cual se
necesita una dosis de 1000 pg/mL para presentar actividad protectora de la
membrana celular en forma significativa. Se podria explicar que la actividad
antiinflamatoria esta mediada por la capacidad del extracto para corregir la entrada
de calcio en los eritrocitos, esto se debe a que la membrana de los eritrocitos se
parece a la membrana lisosomal y, como tal, el efecto de los extractos sobre la
estabilizacion de los eritrocitos podria extrapolarse a la estabilizacion de la
membrana lisosomal, por otro lado, la actividad antiinflamatoria también puede
explicarse por la inhibicién de la liberacion del contenido lisosomal en el lugar de
la inflamacion.®*

Chaira et al.*®, en su estudio realizd la actividad antiinflamatoria realizado
mediante la inhibicion de la lisis de la membrana celular de eritrocitos inducida por
una solucion hipotonica y por calor a partir del extracto etandlico de las partes
aéreas de V. rosea, reportd presentar un porcentaje de inhibicién de 65,088 +
5,965 %y 87,472 + 0,867%, respectivamente para cada medio de induccién a una
concentracion de 400 pg/mL de extracto, sin embargo, no fueron superiores con
el diclofenaco como farmaco de referencia; con respecto a nuestros resultados la
V. persica Poir., mostré una mejor actividad antiinflamatoria ya que a una dosis de
1000 pg/mL resultd mostrar un porcentaje de inhibicion de hemdlisis (70,5%),
mejor que V. rosea.

Con respecto al estudio de la actividad antiinflamatoria en otras especies del
género Veronica, Beara et al.%®, estudio el contenido fendlico con su respectiva
actividad antioxidante V. teucrium, V. jacquinii y V. urticifolia, en un ensayo
evaluando la inhibicion las enzimas ciclooxigenasa -1 (COX-1) y 12-lipoxigenasa
(12-LOX ), donde el extracto de las especies vegetales mostraron capacidad
suficiente para inhibir las enzimas pro inflamatorias, sin embargo, no fueron
suficientes en comparacion con la aspirina. Entre estudios antiinflamatorios in vivo,
Fierascu et al.®, reportan que la microemulsién del extracto etanélico de V. persica
Poir., generé un efecto antiinflamatorio en un modelo sobre el edema plantar que

fue inducido por dextrano y caolin.
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En la Tabla 4, se muestra la actividad antioxidante equivalente a trolox de los
compuestos fendlicos, segun los métodos DPPH, ABTS y FRAP, que fueron de
1902,80 + 27,37 umol ET/g de muestra; 2180,67 £ 15,39 umol ET/g de muestra y
1912,57 + 6,79 umol ET/g de muestra; respectivamente. Entre otras variedades
gue presentaron actividad antioxidante se tiene el estudio realizado por Sharifi et
al.“8, reporta que V. persica Poir., presenta una actividad antioxidante sobre el
radical ABTS, obteniendo a partir de los compuestos fendlicos libres (9,49 + 1,2
mmol TEAC/100 g) y de los compuestos fendlicos asociados (6,99 + 3,6 mmol
TEAC/100 g), destacando que nuestros resultados son mucho mayores.

Nuestro trabajo seria el primer estudio acerca de la actividad antioxidante
mediante el método de FRAP realizado al extracto hidroalcohdlico de las partes
aéreas de V. persica Poir, por otro lado, Hassan et al.*’, reporté que la especie V.
biloba report6 poseer una actividad antioxidante de 14,08 +1,5y 10,66 + 2,0 mmol
ET/100 g para los fenoles libres y conjugados, respectivamente, resultados
inferiores en comparacion al nuestro.

En la Figura 9, se muestra el porcentaje de inhibicién del radical DPPH segun la
concentracién de los compuestos fendlicos, en la cual se evidencia que a 1 mg/mL
presentan un 96,10% de inhibicion, mientras que a una concentracién de 0,1
mg/mL 25,65% de inhibicion frente al trolox que presenta 89,11% a 0,2 mg/mL.
Otros reportes de la actividad antioxidante de V. persica Poir., tenemos a Sharifi
et al.”, que reportan presentar un mayor porcentaje de inhibicion del radical libre
de DPPH con 79,91% a una concentracion de 0,5 mg/mL, porcentaje que tienen
una pequefia diferencia con nuestro resultado que a una concentracion del 0,5
mg/mL evidencié un 74,58% de inhibicion.

En la Figura 10, se muestra el porcentaje de inhibicion del radical ABTS de los
compuestos fendlicos aislados, en la se puede evidenciar que los compuestos
fendlicos a 0,5 mg/mL presentan un 97,51% de inhibicién, mientras que a una
concentracion de 0,1 mg/mL 39,31% de inhibicién frente al trolox presenta 61,84%
a una concentracion de 0,2 mg/mL.

Se menciona que la actividad antioxidante de las especies del género Veronica,
son atribuidas al contenido de iridoides y acidos fendlicos*?, tal es el caso de dos
glucésidos feniletanoides, turriliésidos Ay B, que fueron aislados de V. turrilliana
Stoj. y Stef., mostraron ser potentes eliminadores de radicales DPPH 1,6 veces

mejor en comparacion de la quercetina®®, sin embargo, es probable que el
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contenido de &cidos fendlicos tenga una variabilidad de acuerdo a cada especie y
como también su habitat de desarrollo.

La variacion de los resultados en cuanto a la actividad antioxidante radica en el
fundamento del método realizado, el DPPH se fundamenta en un método que
desarrolla en un medio organico, esto podria influir a reaccionar con compuestos
antioxidantes de menor polaridad que se encuentran en el extracto, es decir los
antioxidantes hidrofébicos muestran una baja afinidad para reaccionar con el
radical DPPH, mientras en el ensayo de ABTS, tienen una afinidad a desarrollarse
en medio acuoso, por lo que, el cation radical formado interactiia en mayoria con
compuestos hidrofilicos y lipofilicos®, estas menciones podria influir en los
resultados obtenidos en la Tabla 4 y Figura 9, donde se obtiene mejores resultados
para la actividad antioxidante por el método de ABTS, esto podria implicar a la
mayoria de los compuestos fendlicos aislados tienen caracteristicas polares ya
gue la diferencia del resultado obtenido por ABTS sobre el DPPH en umol ET/g
no es muy marcada, finalmente en el ensayo de la capacidad reductora del cation
Fe3" (FRAP), que se encuentra formando un complejo con el TPTZ, generalmente
el cation tiene un tendencia a reaccionar con acidos fenolicos.

Los resultados obtenidos por este estudio nos brindan nuevas perspectivas para
un mejor desarrollo en el campo farmacéutico y nutracéutico de Verodnica persica
Poir., como una fuente natural de compuestos bioactivos antioxidantes y
antiinflamatorios, no obstante, se necesitan mas estudios para lograr dilucidar los
antioxidantes y antiinflamatoria, como estudios in vivo que describan los posibles

mecanismos de accion.
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VI. CONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica
Poir. “cancer ccora”, presentaron actividad antiinflamatoria y antioxidante en
un ensayo in vitro.

Los compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica
Poir. “cancer ccora”, presentaron 720,45 + 3,19 mg GAE/g de fenoles totales
y 220,06 £ 4,08 mg QE/g de flavonoides.

Los compuestos fenolicos aislados de las hojas y tallos de Veronica persica
Poir. “cancer ccora”, presentaron actividad antiinflamatoria in vitro a una
concentracién de 1000 pg/mL con un porcentaje de proteccién de 70,5%
sobre la membrana de los glébulos rojos humanos

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos aislados de las hojas
y tallos de Veronica persica Poir. “cancer ccora”, presentaron 1902,80 +
27,37; 2180,67 £ 15,39 y 1912,57 + 6,79 umol ET/g de muestra, para los
ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente; con respecto al
porcentaje de inhibicion del radical DPPH se obtuvo 96,10% a una
concentracion de 1 mg/mL, mientras que para ABTS se obtuvo un 97,51%

de inhibicién a una concentracion de 0,5 mg/mL.

37



VIl. RECOMENDACIONES

Desarrollar estudios in vivo para corroborar la actividad antiinflamatoria de los
compuestos fendlicos aislados de las hojas y tallos Veronica persica Poir.
“cancer ccora”

Desarrollar estudios in vivo para corroborar la actividad antioxidante.
Desarrollar estudios toxicologicos para evaluar la seguridad los compuestos
fendlicos aislados de las hojas y tallos Veronica persica Poir. “cancer ccora”, y
de esta manera establecer las bases para estudios clinicos.

Desarrollar posibles formas farmacéuticas de origen vegetal a partir de los de
los compuestos fendlicos aislados obtenidos de las hojas y tallos Veronica
persica Poir. “cancer ccora” como terapia alternativa para afecciones que
requieran antiinflamatorios.

Realizar estudios por UHPLC-MS para caracterizar los compuestos quimicos
presentes en los compuestos fendlicos aislados obtenidos de las hojas y tallos

Veronica persica Poir. “cancer ccora”.
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Anexo 1. Certificado de identificaciébn taxon6mica de Veronica persica Poir.
“cancer ccora”. Ayacucho 2023.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPEC|ALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA
COMNSTANCIA:

Que. la Bachiller en Farmacia v Bioguimica, Srta. Feliciana, ORE MATOS, ha
solicitado la identificacion de una muesira vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin &l Sistema de
Clasificacion de Cronguist. A, 1588 siendo su taxonomia la siguente;

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLICPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE

QORDEN : SCROPHULARIALES
FAMILIA : SCROPHULARIACEAE
GENERD : Vetanoca

ESPECIE . Veronica persica Poir,
R : ‘cancer ccora’

Se expide la certificacion commespondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente

Ayacucha, 22 de Febrero del 2 022

e T

BibLOGA
Reg. CRF N* 883 O . 3my
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Anexo 2. Flujograma del procedimiento metodolédgico para recoleccién de datos.

Veronica persica Poir. “cancer
ccora”

Recoleccioén de la muestra

Identificacion Selecciéon de las
taxondémica hojas y tallos
l
Secado bajo
sombra

[

Triturado de la
muestra

[

Extraccion
hidroalcohélico

l
Obtencion de los

compuestos
fendlicos
N
. Cuantificacion de Actividad
Tamizaje . .
. o fenoles y antinflamatorio vy
fitoquimico . o
flavonoides antioxidante

52



Anexo 3. Muestra de Veronica persica Poir. “cancer ccora”
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Anexo 4. Secado y molienda de las hojas y tallos de Veronica persica Poir.
“Cancer ccora”.

1 kg muestra
seca de “cancer
ccora”

Seleccion de las
muestras de
hojas y tallo.

NGESTRE
\leyorica feysice per

“ Coneer ceeve”

Pesado de 200 g de Molienda de la
muestra seca. muestra.
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Anexo 5. Procedimiento de obtencién del extracto hidroalcohdlico de V. persica
Poir. “cancer ccora”.

| Maceracion de la Filtrado del
muestra en etanol al extracto.
80%.

Concentracion de los
extractos.

llevar a la estufa
a 40 °C, hasta
gue se evapore
todo el etanol.
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Anexo 6. Proceso de obtencion de compuestos fendlicos de las hojas y tallos
secas de V. persica Poir. “cancer ccora”.

Desengrasado
con éter de
petréleo en un
embudo de
decantacion.

Extracto
desengrasado.

Separacion
de la
fraccion de
acetato de
etilo.

Extracto seco
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Anexo 7. Preparacion de las soluciones de trabajo a partir de los compuestos
fendlicos aislado.

(S Ca (i
0.0259 O-\2%8q .o
Psmy AR Ex¥recAO 26 o OL BN LS da epiaade
+ oL * e e
Meow S "

Conservadas en frasco ambar.
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Anexo 8. Procedimiento y resultado realizado para el tamizaje fitoquimico.

Caracteristica

2% en bafio
Maria.

Ensayo Reactivo positiva Resultado
2 mL de
C’Io.ruro muestra + 3 Verde intenso.
férrico gotas cloruro
férrico.
2 mL de
muestra + 1 Coloracion
Shinoda mL Hclg + naranja.
pedazo de
Mg.
Dragendorff, 2 mL de Presencia d_e
M muestra +3  opalescencia,
ayer, .
Waaner gotas de turbidez o
9 reactivo. precipitado.
2 mL de Coloracion
Fehlin muestra+2  rojoo
9 mL de precipitado
reactivo. rojo
1 mL de ! i L
mﬁejtg" S Espuma en la _.L:T.’ ,f
Espuma- a itar2 @ superficie de ——
saponinas fugertemente 2mm por mas
de 2 minutos - ‘
por 5-10
minutos.
2 mL de 7 —
muestra + 2 .
Ninhidrina ~ M-de Coloracion
ninhidrina al  azul violaceo
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Anexo 9. Flujograma para determinar fenoles totales.

Fenoles totales
Meétodo de Folin-Ciocalteut

Curva de calibracion

Preparar solucion de
acido galico 50 pg/mL
en metanol

I_I

Preparacion de la
muesitra

Tomar 50 pyL de la
muestra y llevar a 1
mL con agua
destillada

Tomar alicuotas de 0,2;

0.4;06; 08y 1mL para

formar concentraciones

de (10, 20, 30, 40 y 50
Hg/mL)

H

Agregar 0,5 mL de
reactivo Folin-
Ciocalteu 0,2 N

Seguir en forma

similar a la muestra

Mezclar con vortex y
reposar por 5 minutos a
temperatura ambiente
20°C

Adicionar 2,5 mL de
NasCO4 5% mezclar e
incubar en la oscuridad
por 40 minutos

Leer en

725 nm.

espectrofotémetro a




Anexo 10. Flujograma para determinar flavonoides.

Contenido de Flavonoides

Curva de calibracion Preparacion de la muestra
| f
Preparar solucion de Tomar 500 pyL de la muestra y
quercetina 200 pg/mL en llevar a 1 mL con agua
metanol destilada.

Tomar alicuotas de 0,2; 0.4, . .

0,6; 0,8 y 1 mL para formar Agregar 150 pL de nitrito de sodio

concentraciones de (40, 80, al 5%, reposar por 5 minutos
120,160 y 200 pyL/mL)

Agregar 150 pL de cloruro de
aluminio al 10%, reposar por 6
minutos

Seguir en forma
similar a la
muestra

Agregar 2 mL de NaOH al 4%,
mezclar y llevar a los tubos a
1,7 mL de H;0 (), vortex

Mezclar e incubar por 15
minutos a temperatura
ambiente

Leer a espectrofotémetro a J
510 nm.
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DPPH

Anexo 11. Diagrama para determinar la actividad antioxidante por el método de
DPPH.

]

Solucién patrén
(SP)

Solucion
trabajo (ST)

Curva de
calibracion

Preparacion de la
muestra

Pesar 24 mg de
DPPH

Tomar 10 mL de
SP y adicionar 45
mL de metanol

Aforara 100 mL

Pesar 12,5 mg de
Trolox

Tomar 150 pL de
muestra

Aforara 50 mL

con metanol Medir la con metanol
absorbancia a 517
nm
Tomar alicuotas
Almacenar en . de 0; 1; 2|,_4, 6yé
refrigeracion Ajustar la m
absorbancia
hasta 1,1
0,02 con
metanol Aforara 10 mL
con metanol y

61

agitar por 5
minutos

Adicionar 2850 pL
de ST

Incubar por 30
minutos en la
oscundad

Sequir con el
procedimiento
de la muestra

Medir la
absorbancia
a 517 nm




Anexo 12. Esquema para la evaluacion de la actividad antioxidante mediante el
método de ABTS.

ABTS
I I | ] ]
Solucion Solucion Curva de Preparacion
patron (SP) trabajo (ST) calibracion de la muestra
| I ] |
Solucién 1 Solucion 2 | [Mezclar 1 mL Pesar 125 | | Tomar 150
(S1) (82) e LC(?" mg de Trolox, uL de
ml © | aforar a 50 muestra
| | metano mL con |
Pesar 40 6 Pesar 7 mg metanol —
mg de ABTS| |ge persulfato Leer a 743 | zg.gg;ﬂr_l ?jre
de potasio nm y ajustar
l b hasytal1 1+ Tomar (ST) ABTS
002 alicuotas de |
Aforar en 10 : 005 12" 3 -
mL de H,0 v amL Reaccionar
destilada Aforar en 10 y por 2 horas
mL de H;0 | en IS .
i oscurida
destilada Aforar a 10
mL con
Mezclar S1y MeOH Leer
S2 y dejar }
reposar por absorbancia
Seguir con el

procedimient
odela
muestra
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Anexo 13. Procedimiento para determinar la actividad antioxidante por el método

de FRAP.
FRAP
1 1 1
Buffer acetato Curva de Pregariacién
(S1) calibracion ela
muestra
[ I ] 1
2,46 Cloruro F’esar(;l 2,5mg Tomar 150
310 mg tripridyll-s- férrico e ulL de
acetato de triazine hexahidrata trolox, aforar a muestra
sodio + 1,6 (S2) do SrEeTaLng? |
mﬁlk_cgﬁcAoc_ (83) | Adicionar
: 2850 pL de
aforados a S#
100 mL de 31,2 mgde Aforar a 50 -
agua TPTZ 54,1 mg mL con |
destilada, aforados a cloruro MeOQOH Incubar por
medir 10 mL con | | ferrico 30 minutos
(pH 3.6) solucien aforados en a3/ °Cen
pr a,0). HCL 40 mM 10 mL de oscuridad.
MeOH
Tomar
alicuotas 0;
0,5;1;2;4, Medir
6yBmL absorbancia
Mezclar 5 mL 81+ 2,5 mL de S2 + a 583 nm.
2.5 mL de 53 y calentar a 37 °C por

30 minutos.
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Anexo 14 Curva de calibracion para determinar fenoles totales.

0,7

0,6

Absorbancia
o o o o o
- N w N (6)]

o

y =0,013x - 0,0783

R2=0,9914
e
»
e
10 20 30 40

[ 1 Acido galico (ug/mL)
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Anexo 15. Curva de calibracion para determinar flavonoides.
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Anexo 16. Procedimiento para determinar la actividad antiinflamatoria in vitro

>V,
Centrifugar a 3000 rpm
por 10 minutos.

Extraccion & mL de
sangre y afiadir 5 mL
solucion de alsever.

Incubado a 37 °C x 30
minutos.

Pesado de los
eritrocitos.

Suspension
de glébulos
rojos al
10%.

Centrifugado a 3000 Lectura

rpm por 10 minutos. absorbancia a 560 nm.

de la
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Anexo 17. Andlisis de varianza del porcentaje de proteccion de la membrana de

los glébulos rojos.

ANOVA
% proteccion de Suma de Media .
gldbulos rojos cuadrados ol cuadratica F Sig.
Entre grupos 4861,097 5 972,216 1486,139 2,57x101¢
Dentro de grupos 7,850 12 0,654
Total 4868,929 17

Anexo 18. Prueba Tukey del % proteccion de membrana de los glébulos rojos.

HSD Tukey

Tratamiento

Subconjunto para alfa = 00,5
1 2 3 4 5

Extracto
100 pg/mL

Extracto
250 pg/mL
extracto
500 pg/mL
extracto
1000
pg/mL
Diclofenaco
25 mg/ mL

Dexametasona
4 mg/mL

37,4633

45,6033

57,1000

70,4600

72,3767

85,4167

Sig.

1,000 1,000 1,000 0,106 1,00
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Anexo 19. Prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas del porcentaje de
proteccion de membrana de los globulos rojos.

Tratamiento Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

% de proteccién Estadistico gl Sig. Estadistica gl Sig.
Diclofenaco 25 0,258 3 0,932 3 0,496
mg/mL

Dexametasona 4 0,349 3 0,832 3 0,194
mg/mL

1000 pg/mL 0,188 3 0,998 3 0,911
500 pg/mL 0,248 3 0,968 3 0,658
250 pg/mL 0,239 3 0,975 3 0,697
100 pg/mL 0,338 3 0,852 3 0,245

a. correccion de significaciéon de Lilliefors

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
% de Sebasaen 5, 5 12 0,422

Proteccion la media
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Anexo 20. Curva de calibracion para determinar la actividad antioxidante segun
el método de DPPH.
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Anexo 21. Curva de calibracion para determinar la actividad antioxidante segun

el método ABTS.
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Anexo 22. Curva de calibracion para determinar la actividad antioxidante segun
el método de FRAP.
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Anexo 23. Analisis de varianza de porcentaje de inhibicién del radical DPPH vy

ABTS.
% de inhibicion del ~ Suma de gl Media F Sig.
radical DPPH cuadrados cuadratica
Entre grupos 9079,503 3 3026,501 14487798 2.82x10°©
Dentro de grupos 1,671 ] 0,209
Total 9081,174 11
% de inhibicion del ~ Suma de gl Media F Sig.
radical ABTS cuadrados cuadratica
Entre grupos RRB2173 3 1860,724 10634,230 9.72x10%
Dentro de grupos 1.400 8 0,175
Total Bh83,573 11
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Anexo 24. Prueba de Tukey del porcentaje de inhibicion del radical DPPH y ABTS.

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH

HSD Tukey? Subconjunto para alfa = 0,005

Concentracion N 1 2 3 4

0,1 mg/mL 3 25,6533

0,5 mg/mL 3 74,5833

0,2 mg/ mL Trolox 3 89,1067

1 mg/mL 96,1000

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Porcentaje de inhibicién del radical ABTS

HSD Tukey? Subconjunto para alfa = 0,005

Concentracion N 1 2 3 4

0,1 mg/mL 3 39,9100

0,1 mg/mL Trolox 3 61,8467

0,3 mg/ mL 3 81,4867

0,5 mg/mL 97,5133

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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Anexo 25. Prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas del porcentaje de
inhibicién del radical DPPH y ABTS.

% de inhibicion del

i a S
radical DPPH Kolmogorov-Smirnov Shapiro-wilk
Concentracion Estadistico gl Sig.  Estadistica gl Sig.
1 mg/mL 0,281 3 0,937 3 0,516
0,5 mg/mL 0,209 3 0,992 3 0,825
0,1 mg/ mL 0,349 3 0,832 3 0,194
0,2 mg/mL Trolox 0,385 3 0,750 3 0,000
% de inhibicion del . A . .
radical ABTS Kolmogorov-Smirnov Shapiro-wilk
Concentracion Estadistico gl Sig. Estadistica gl Sig.
0,5 mg/mL

0,175 3 1,000 3 1,000
0,3 mg/mL

0,303 3 0,908 3 0,413
0,1 mg/ mL 0,177 3 1,000 3 0,961
0,1 mg/mL Trolox 0,326 3 0,873 3 0,304

Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.

% de Se basa en 0,338 3 8 0,799
Inhibicion del la media
radical
DPPH
% de Se basa en 0,363 3 8 0,782
Inhibicién del la media
radical ABTS
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Anexo 26. Matriz de consistencia.

TITULO OBJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO  VARIABLES METODOLOGIA
Actividad General: Los compuestos Veronica persica Variable Tipo de investigacién: Basica experimental
antiinflamatoria Determinar la actividad fendlicos aislados Poir. independiente Poblacién
y antioxidante antiinflamatoria y antioxidante de las hojas y a. Taxonomia Compuestos fendlicos Hojas y tallos de Veronica persica Poir. “cancer
in vitro de los in vitro de los compuestos tallos de Veronica b. Descripcion aislados de las hojas y ccora” que seran recolectadas del distrito de
compuestos fendlicos aislados de las hojas persica Poir. botanica tallos de Veronica Pomabamba, provincia de Cangallo, region
fendlicos y tallos de Veronica persica “cancer ccora” cC. Composiciéon persica Poir. “cancer Ayacucho.
aislados de las Poir. “cancer ccora”. presentan guimica. ccora”. Muestra:
hojas y tallos Especificos: actividad d. Usos tradicionales. Variable dependiente 1 kg de las hojas y tallos secos de Veronica
de  Veronica e Cuantificar el contenido de antiinflamatoria y Compuestos Actividad persica Poir. “cancer ccora”.
persica Poir.  fenoles totales y flavonoides antioxidante in fendlicos antiinflamatoria. Obtencidn del extracto hidroalcohélico
“cancer ccora”,  en los compuestos fendlicos Vvitro. La inflamacién Indicador: Extraccion de compuestos fendlicos
Ayacucho aislados de las hojas y tallos Fisiopatologia e Proteccion (%). Cuantificacion de fenoles totales
2023. de Veronica persica Poir. Mediadores e Actividad Cuantificacion de flavonoide totales

“cancer ccora”. inflamatorios antioxidante. Determinacion de la actividad antiinflamatoria in

e Determinar la  actividad Estrés oxidativo Yy e |ndicador: vitro.
antiinflamatoria como antioxidantes. e Captacion del radical Método de estabilizacion de la membrana de

porcentaje de proteccion de
los glébulos rojos de los
compuestos fenolicos
aislados de las hojas y tallos
de Veronica persica Paoir.
“cancer ccora”.

Determinar la  actividad
antioxidante equivalente a
trolox de los compuestos
fendlicos aislados de las
hojas y tallos de Veronica
persica Poir. “cancer ccora”
segun los métodos DPPH,
ABTS y FRAP.

libre DPPH (umol
ET/g de muestra).

e Captacion del cation
radical (umol ET/g
de muestra).

e Capacidad reductora

del hierro FRAP
(umol ET/g de
muestra).

eritrocitos

Evaluacién de la actividad antioxidante
Andlisis de datos

Para comparar las medias se realizara analisis
de varianza con un nivel de confianza del 95 %
(p<0,05).
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N° 277-2024-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: Feliciana ORE MATOS

En la ciudad de Ayacucho siendo las once de la mafiana del dia ocho de marzo del afio
dos mil veinticuatro, se reunieron en el Auditorio de la Facultad de Ciencias de la Salud
los docentes miembros del jurado evaluador de sustentacion, para el acto de
sustentacion de trabajo de tesis titulado “ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA Y
ANTIOXIDANTE IN VITRO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS AISLADOS DE LAS HOJAS Y
TALLOS DE Veronica persica Poir “cancer ccora”. AYACUCHO 2022”. Trabajo presentado
por la bachiller Feliciana ORE MATOS para optar el titulo profesional de Quimico
Farmacéutica.

El Jurado evaluador de sustentacién estd conformado por:

Presidente  : Prof. Maricela LOPEZ SIERRALTA (delegada por el decano)
Miembros  : Prof. Marco Rolando ARONES JARA
: Prof. Ménica GOMEZ QUISPE
4to jurado : Prof. Edith Eveling CONISLLA CACERES
Asesor : Prof. Edwin Carlos ENCISO ROCA

Secretaria Docente: Prof. Liselly Elvira CHAUCA RETAMOZO

Con el quérum de reglamento se dio por inicio la sustentacion de tesis, la presidente de
la comision pide a la secretaria docente dar lectura a los documentos presentados por la
recurrente, y da algunas indicaciones a la sustentante.

Da inicio la exposicién la Bachiller: Feliciana ORE MATOS; vy, una vez concluida la
sustentacion, la presidente de la comisién solicita a los miembros del jurado evaluador
realizar sus respectivas preguntas. Acto seguido, da pase al asesor de tesis profesor Edwin
C. Enciso Roca para que pueda realizar algunas aclaraciones y comentarios.

Concluida la ronda de preguntas, la presidente invita a la sustentante para abandonar el
auditorio y se pueda proceder con la calificacion.

RESULTADO DE LA EVALUACION FINAL

JURADOS TEXTO | EXPOSICION | PREGUNTAS | PROMEDIO
Prof. Marco Rolando Aronés Jara 17 16 16 16
Prof. Mdnica Gdmez Quispe 17 17 17 17
Prof. Edith Eveling Conislla Caceres 17 16 17 17

PROMEDIO FINAL: 17




De la evaluacién realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar a la Bachiller Feliciana ORE MATQOS, quien obtuvo la nota final de
Diecisiete (17) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del presente.
Siendo las 12:30 h de la tarde, se da por concluido el presente acto académico.
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