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RESUMEN

Obijetivo: El objetivo de la investigacion fue evaluar el contenido de polifenoles en
poblaciones de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de
Huamanga de la region de Ayacucho. Materiales y métodos: El contenido de
polifenoles se evalud en tallos, hojas y flores de especies de Ligaria cuneifolia
procedentes de los distritos de Vinchos y Quinua. El contenido de fenoles totales
(TPC) se determind con el método de Folin Ciocalteu expresados como
miligramos equivalentes a acido gélico por grado de extracto (mg GAE/G) y el
contenido de flavonoides (TFC) se cuantificé con el método del tricloruro de
aluminio expresados como miligramos equivalentes a rutina por grado de extracto
(mg RUE/g). La actividad antioxidante se evalué con el método de 2,2-difenil-
picrilhidrazilo (DPPH) y se report6 como porcentaje de actividad antioxidante
(%AA) y concentracion eficiente antioxidante (CE50). Resultados: Las hojas L.
cuneifolia del centro poblado de Quinua presentaron un mayor TPC con 392,9 +
4,5 mg GAE/G (p < 0,05) con una mayor actividad antioxidante con un %AA a 100
pug/mL y una CE de de pug/mL; asi mismo, las hojas un mayor TFC (p < 0,05) con
un valor de 88,4 mg RUE/g. Conclusion: Los tallos L. cuneifolia procedentes del
Centro Poblado de Quinua presentan el mayor contenido de fenoles totales y
actividad antioxidante y las hojas presenta el mayor contenido de flavonoides.

Palabras clave: Contenido de polifenoles, actividad antioxidante, Ligaria

cuneifolia.
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l. INTRODUCCION
Los muérdagos son especies vegetales de las familias Loranthaceae y
Santalaceae, distribuidas por todo el mundo. Entre las aproximadamente 1000
especies de Loranthaceae, 300 son endémicas de América. El género Ligaria esta
representado por L. teretifolia (Rizzini) Kuijt, endémica de Brasil, y L. cuneifolia
(Ruiz & Pav.) Tiegh, de Uruguay, Brasil, Pera, Chile y Argentina. L. cuneifolia es
una especie de hemiparasita que, debido a sus similitudes morfolégicas y
comportamiento de crecimiento, fue utlizado como sustituto del muérdago
europeo (Viscum album L.) por los primeros inmigrantes europeos?.
Tradicionalmente las hojas de L. cuneifolia son usadas en forma de parches,
cocimiento y cemento dentario. Se usa en forma de parches para curar las
fracturas de los huesos y las ramas sirven para tefiir de negro. Se usa para curar
el asma y como mastix para las caries dentales; asi mismo, se usa en la
preparacion de venenos para rata y para las ligas usadas en la caza de aves?.
Los extractos de L. cuneifolia demostraron disminuir los niveles sanguineos de
colesterol y lipidos en ratas®#, presentan actividad antitumoral®, producen una
reduccion en la proliferacién celular en el linfoma murino®, tienen un efecto
bactericida contra fitopatégenos y patégenos clinicos’, y mostraron una fuerte
actividad antioxidante in vitro®1°,
Ligaria cuneifolia (R. & P.) Van Tieegh, es una especie hemiparasita, conocida
vulgarmente como “liga”, “ckeufia pupa”, “suelda con suelda”, “motkok gichkaji”,
“pupa” o “tullma-tullma”?. En el Pert crece de 1500 a 4000 msnm y esta distribuida
en las regiones de La Libertad, Ancash, Huanuco, Junin, Apurimac, Ayacucho
Cusco, Arequipa y Tacna?. En la region de Ayacucho, lo podemos encontrar en
los distritos de Vinchos, Quinua, Huamanguilla parasitando especies como el
Mespilus germanica, Eucaliptus globulus, Colletiae spinosissimae, entre otras.
Estudios previos en nuestro pais evidencian la distribucion de esta especie y el

interés terapéutico. Asi, Gonzales et al.l, evaluaron el contenido de fenoles



totales y actividad antioxidante del extracto etandélico de dos ecotipos arequipefios
de Ligaria cuneifolia (liga liga) que crecen en la regién Arequipa. Gutiérrez et al.?
evaluaron el efecto antiinflamatorio tGpico en ratas de Ligaria cuneifolia adquirida
en el Mercado San Camilo de Arequipa. Cardenas®®, evalu6 la actividad
antiinflamatoria de extractos acuosos, hidroalcohélicos y etéreos de la
Psittacanthus cuneifolius (sinbnimo de Ligaria cuneifolia) recolectados en el anexo
de Pujas en la provincia de Vilcas Huaman en la regién de Ayacucho.

La composicién quimica de las plantas medicinales esta determinada por las
condiciones geograficas, como la temperatura, la presencia de lluvias, la radiacion
solar, la radiacién ultravioleta, el suelo y la altitud***°.

Los distritos de Vinchos y Quinua con conocidos por su amplia biodiversidad en
flora y fauna. Sus condiciones geograficas y climatolégicas condicionan habitats
propicios para el crecimiento y desarrollo de especies medicinales como L.
cuneifolia.

En ese sentido, dado los usos terapéuticos de L. cuneifolia y su amplia distribucién
en nuestra region, es que se plantea la presente investigacion que tiene como
objetivo evaluar el contenido de polifenoles en poblaciones de Ligaria cuneifolia
(R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la region de
Ayacucho.

Cientificamente, la presente investigacion contribuira al conocimiento quimico y
biolégico de Ligaria cuneifolia, realzando su potencialidad terapéutica y
econdmica. En nuestra universidad se han realizado tres investigaciones con
Ligaria cuneifolia, todas orientadas a demostrar su efecto farmacologico y en la
actualidad se dispone de amplia informacion cientifica a nivel internacional, en
especial en la Argentina. Como especie hemiparasita tiene hospederos diversos,
y en nuestra regién ha logrado parasitar especie muy accesibles como la Colletiae
spinosissimae “tagsana’.

Desde el enfoque humanistico, la presenta investigacion se justifica debido a la
necesidad actual sobre el conocimiento y prevenciéon de enfermedades
relacionadas al estrés oxidativo y enfermedades cancerigenas que muy bien la
Ligaria cuneifolia podria constituirse como alternativa terapéutica.
Tecnoldgicamente, la presente investigacion, utiliza tecnologias eco amigables e
innovadoras como la extraccion acelerada por solventes (ASE) que se caracteriza
por su eficiencia y uso de cantidades menores de droga vegetal. Asi mismo, se

usa el proceso de liofilizacion para el secado de la droga vegetal y el extracto,



garantizando la preservacion de los componentes activos de la planta. Para ello

la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica cuenta con el Extractor

Acelerado por Solventes — ASE 150 y el liofilizados LABOTEC. Asimismo, cuenta

con equipamiento y reactivos necesarios para los andlisis respectivos., esta

investigacion deviene en viable y factible y contribuird al conocimiento y

revaloracién de Ligaria cuneifolia como especie medicinal de nuestra regién.

En ese sentido se planteo6 los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar el contenido de polifenoles en poblaciones de Ligaria cuneifolia (R. et P.)

Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la region de Ayacucho.

Objetivos especificos

e Evaluar el contenido de fenoles totales en poblaciones de Ligaria cuneifolia
(R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de
Ayacucho.

¢ Evaluar el contenido de flavonoides en poblaciones de Ligaria cuneifolia (R.
et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de
Ayacucho.

e Evaluar la actividad antioxidante en poblaciones de Ligaria cuneifolia (R. et

P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la region de Ayacucho.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio
Cardenas?®®, en 1999, reportd el estudio sobre la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria de extractos acuosos, hidroalcohdlicos y etéreos de la
Psittacanthus cuneifolius, a través del calculo de la reducciéon del edema plantar
inducido por carragenina. Encontr6 que el extracto etéreo a la dosis de 100 mg/Kg
suprime significativamente la inflamacién con una eficiencia del 62,24%; seguido
por el extracto acuoso a la dosis de 100 mg/Kg con una eficiencia de 36,5%. Cabe
resaltar que el nhombre Psittacanthus cuneifolius es una sinonimia cientifica de
Ligaria cuneifolia.
Gutiérrez et al.*2 en el 2014 publicaron el estudio sobre la evaluacion del efecto
antiinflamatorio tépico en ratas de Ligaria cuneifolia. Al comparar los resultados
de los grupos experimentales con el grupo tratado con crema de diclofenaco al
1%, se determind que el extracto incorporado a la crema presenta actividad
estadisticamente similar al grupo que se administré diclofenaco; por otro lado, el
grupo tratado con extracto reportd una actividad antiinflamatoria intermedia
respecto al grupo control.
Soberdn et al.’, en el 2014, divulgaron el estudio sobre la actividad antimicrobiana
de seis extractos elaborados a partir de Ligaria cuneifolia contra fitopatégenos y
cepas bacterianas estandares. Utilizaron métodos de bioautografia y
microdilucién en caldo. Refieren haber llevado a cabo un aislamiento guiado por
la actividad antibacteriana y la identificacion de compuestos activos en el extracto
metandlico de L. cuneifolia. Evidenciaron que los extractos metandlicos y acuosos
de L. cuneifolia presentan actividades inhibitorias contra bacterias fitopatdgenas,
con concentraciones media inhibitorias (CMI) que oscilaron entre 2,5y 156 pg/mL
para el extracto metandlico y 5 mg/mL para el extracto acuoso. Asimismo, solo el
extracto metandlico mostré actividad bactericida contra cepas fitopatégenas a una

concentracién de 78 pg/mL. Los compuestos activos del extracto metandlico se



identificaron como mono y diglucdsidos de flavonol y &cido galico. También
evaluaron la actividad antibacteriana de los compuestos purificados. Encontraron
un efecto sinérgico contra S. aureus entre el acido galico y un glucésido de
guercetina. Concluyeron que los compuestos potenciales contra las bacterias
fitopatogenas aislados de L. cuneifolia podrian usarse como una fuente eficaz
contra las enfermedades bacterianas en las plantas.

Dobrecky et al.?, en el 2014 publicaron el estudio sobre el “contenido de
polifenoles en Ligaria cuneifolia y su relacion con la capacidad antioxidante”.
Refieren que L. cuneifolia es una especie hemiparasita conocida vulgarmente con
el nombre de “muérdago criollo”, “liga” o “liguilla” y que es una especie utilizada
popularmente como agente hipotensor; asi mismo, debido a su similitud
morfologica, refieren que L. cuneifolia constituye el sustituto natural del muérdago
europeo Viscum album. Continian mencionando que L. cuneifolia, al igual que las
otras especies de la familia Loranthaceae, son ricas en flavonoides, especialmente
flavonoles, compuestos que podrian ser determinantes de su accion biologica.® “El
objetivo de este estudio consisti6 en valorar el contenido de polifenoles en
diferentes extractos y evaluar la relacidon de estos compuestos con la actividad
antioxidante”. Para ello, procedieron a la valoracion de fenoles totales, de acidos
hidroxicindmicos, flavonoides totales y de taninos condensados en las fracciones
acetato de etilo, butandlica y acuosa. Asi mismo, determinaron “la actividad
antioxidante total hidrosoluble mediante el método de ABTS y la capacidad
antioxidante total liposoluble mediante el método de DPPH”. Evidenciaron que la
“fraccion butandlica presenta mayor capacidad antioxidante mediante el método
de DPPH, asociado a un mayor contenido de taninos condensados de alto peso
molecular y que la fraccibn acetato de etilo presenta mayor contenido de
polifenoles, que implica un significativo poder antioxidante liposoluble y mayor
capacidad antioxidante mediante el método de ABTS".

Dobrecky et al.'®, en el 2017 reportaron el estudio sobre el desarrollo y validacion
de un novedoso sistema dual CD-MEKC para la identificacion sistematica de
flavonoides de extractos de L. cuneifolia. EI “background electrolyte” (BGE)
consistia en un tampo6n de borato 20 mM pH 8,3, SDS 50 mM, un sistema
ciclodextrina (CD) dual basado en la combinacién de B-CD 5 mM y S-B-CD al 2%
p/v, y metanol al 10% v/v. Refieren que el método propuesto fue aplicado con éxito
al analisis comparativo de extractos de partes aéreas y diferentes hospedantes,

areas geograficas y procedimientos de extraccion para establecer la huella de



flavonoides de L. cuneifolia. El método fue validado de acuerdo con las guias
internacionales y lograron determinar el limite de deteccion y el limite de
cuantificacién, la precision intra e interdiaria y la linealidad para catequina,
epicatequina, procianidina B2, rutina, quercetina-3-O-glucoésido, quercetina-3-O-
xilosido, quercetina-3-O-ramnosido, guercetina-3-O-arabinofura-noésido,
guercetina-3-O-arabinopirandsido y quercetina. Concluyeron que la metodologia
CD-MEKC constituye una alternativa adecuada a la HPLC tradicional para el
control de calidad, la toma de huellas digitales y la estandarizacién de extractos
de L. cuneifolia de diferentes fuentes.

Dobrecky et al.’°, en el 2019, divulgaron el estudio sobre las distintas formas de
obtencion de los extractos de L. cuneifolia y la evaluacién de los diferentes
hospedantes y regiones fitogeograficas. Desarrollaron y validaron un método de
electroforesis capilar para construir perfiles cromatograficos caracteristicos que
permitan evaluar los distintos componentes con el fin de estandarizar los
extractos.'® Efectuaron la comparacion con otras técnicas cromatograficas, tales
como en cromatografia en capa delgada (TLC) y liguida de alta resolucion
(HPLC).% A su vez, realizaron el “aislamiento, purificacion y andlisis estructural de
los compuestos de interés por técnicas espectroscopicas y cromatograficas.
Identificaron diez compuestos, de los cuales cuatro son reportados por primera
vez en esta especie”. “La electroforesis capilar probd ser una técnica adecuada
para el control de calidad de los extractos y una alternativa atractiva a las técnicas
cromatograficas tradicionales”.

Ricco et al.’, en el 2018, reportaron los resultados del “andlisis de polifenoles e
iniciacion de cultivos in vitro de L. cuneifolia de ejemplares provenientes de la
localidad La Poblacion, provincia de Cérdoba en Argentina”. El objetivo de su
estudio fue determinar el perfil de polifenoles de ejemplares silvestres en distintos
6rganos y extractos, asi como las condiciones mas adecuadas para iniciar sus
cultivos in vitro.r” Para el estudio fitoquimico realizaron cromatografia en capa
delgada de tipo monodimensional observandose la presencia de flavonoides,
derivados hidroxicinAmicos y proantocianidinas en los extractos de hojas, tallos
primarios, tallos secundarios y flores.!” En cuanto al andlisis cuantitativo
reportaron altos valores de flavonoides en hojas (2,14 mg eq. de rutina por gramo
de material seco) y de proantocianidinas en flores (7,52 mg eq. de catequina por
gramo de material seco), compuestos responsables de las actividades biologicas

atribuidas a L. cuneifolia.'”



Ricco et al.’8, en el 2019, reportaron la investigaron sobre el establecimiento de
cultivos de callo de L. cuneifolia y el cribado de su contenido polifendlico. Los
estudios farmacoldgicos demostraron que los extractos de L. cuneifolia tienen
efectos hipolipemiantes, antioxidantes, antibacterianos e inmunomoduladores.
Refieren haber establecido cultivos de callos a partir de embriones y fragmentos
de haustorios. Evidenciaron que la frecuencia mas alta de formacion de callos a
partir de embriones (85 %) se obtuvo en medio blanco con sacarosa al 4 % (p/v)
y acido 1-naftaleno acético 2,5 uyM y cinetina 9,2 yM como reguladores del
crecimiento vegetal (PGR). De los haustorios, el mejor resultado (35%) se obtuvo
en medio Gamborg con 3% (p/v) de sacarosa y 0,45 uM Acido 2,4-
diclorefenoxiacético y zeatina 0,47 uM como PGR. La cromatografia en capa fina
mostrd que el extracto metandlico de callo (2,5 % p/v) tenia un menor contenido
de flavonoides y proantocianinas en comparacion con la planta silvestre (5 % p/v
para hojas, tallos y flores), pero un mayor contenido de hidroxicindmico. acidos.
La cromatografia liquida de alta resolucién-espectrometria de masas en tandem
(HPLC-MS/MS) mostré la presencia de glucésidos de quercetina y acidos
fendlicos en los extractos metandlicos tanto de la planta madre como del callo
obtenido del embrién.

Dobrecky et al.'®, en el 2020, publicaron el estudio sobre la evaluacién de la
actividad antioxidante de la fraccion rica en flavonoides de L. cuneifolia,
utilizando métodos in vitro, ex vivo e in vivo. Realizaron un cribado de fenoles
mediante espectroscopia UV en diferentes fracciones. La capacidad antioxidante
fue evaluada in vitro por el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) ensayo en
extracto crudo (CE), fraccion de acetato de etilo (EAF) y fraccion acuosa (AF). Los
resultados sugieren que EAF concentra la capacidad antioxidante y fue
seleccionado para analisis posteriores. Se empled electroforesis capilar para
controlar la capacidad antioxidante individual y los posibles contribuyentes a este
efecto. Los ensayos ex vivo mostraron una inhibicion eficaz de la oxidacion de
fosfolipidos de higado de rata inducida por hidroperéxido de terc -butilo, asi como
de la autooxidacién del cerebro de rata y del dafio del ADN inducido por H»O; en
los monocitos sanguineos. Refieren que in vivo, la aplicacion tépica de EAF
disminuy6 significativamente la quimioluminiscencia de la piel en un modelo de
ratones.

Ricco et al.l, en el 2021, publicaron el estudio sobre el patron polifendlico de L.

cuneifolia durante diferentes etapas fenoldgicas: floracién, fructificacion y



posfructificacion. Determinaron que el mayor contenido de fenoles totales se
presenta en los tallos en post-fructificaciéon (214 + 12,1 mg acido galico eq/g DW)
y fructificacion (209 + 13,7 mg acido galico eg/g DW), seguido de hojas post-
fructificaciéon (207 + 17,5 mg acido gélico eq/g DW). Evidenciaron que los
flavonoides se presentan en niveles mas altos en las hojas y los acidos
hidroxicinamicos en las hojas durante la floracion y después de Ila
fructificacién. Asimismo, el patrén polifendlico fue similar entre rganos de plantas
silvestres y cultivos in vitro, aunque a un nivel significativamente menor en estos
dltimos. En cuanto a la actividad antioxidante, se detectd en todas las muestras
(aproximadamente 1000 umol trolox eg/g PS) excepto frutas, donde se
encontraron un valor menor (328 umol trolox eg/g PS). Concluyeron que los
cultivos in vitro tienen la actividad antioxidante mas baja en comparacion con los
extractos metandlicos de oOrganos de especimenes silvestres. Finalmente, la
prueba de Ames no detect6é actividad antimutagénica o mutagénica en plantas
silvestres y extractos de cultivos in vitro.

Gonzales et al.11, en el 2021 reportaron el estudio de la evaluacion del “contenido
de fenoles totales y actividad antioxidante del extracto etandlico de dos ecotipos
arequipefios de Ligaria cuneifolia (liga liga)”. Sus resultados evidenciaron que “el
ecotipo Chiguata presenta una concentracion de fenoles totales en tallos y hojas
de 5,79 £0.11y 9,10 + 0,19 mg AG/L respectivamente y del ecotipo Sabandia en
talloy en hojasde 7,15+0,16 y 9,54 + 0,21 mg AG/L respectivamente. La actividad
antioxidante para los extractos etandlicos del ecotipo Chiguata presentan valores
en tallo y en hojas de 10,56 + 1,0 y 17,91 + 0,59 mg Trélox/mL respectivamente y
del ecotipo Sabandia en tallo y en hojas de 16,18 + 0,45 y 16,55 + 0,39 mg
Trélox/mL respectivamente”.

2.2. Redaccion del marco teorico

2.2.1 Ligaria cuneifolia (Ruiz & Pav.) Tiegh.

Segun la identificacion boténica, Ligaria cuneifolia (Ruiz & Pav.) Tiegh.,
pertenece al orden Santalales R. Br. ex Bercht. & J. Presl y la familia
Loranthaceae Juss. Ha sido identificado como Ligaria emarginata Tiegh.,
Ligaria lanceolata Tiegh., Ligaria orbignyana Tiegh., Loranthus cuneifolius Ruiz &
Pav., Loranthus montevidensis Spreng., Phrygilanthus cuneifolius (Ruiz & Pav.)
Eichler, Psittacanthus cuneifolius (Ruiz & Pav.) G. Don, Psittacanthus hortonii

Standl. & F. A. Barkley, Psittancanthus peruanus Engl.


http://legacy.tropicos.org/Name/43000061
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-19100080
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-19100541
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-19100541
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-50300285
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-19100542
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-19100542
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-19100540

Ligaria cuneifolia (R. & P.) Van
Tieegh, es una especie
hemiparasita, conocida vulgarmente
como ‘liga”, “ckeuna pupa”, “suelda
con suelda”, “motkok gichkaiji’,
“pupa” o “tullma-tullma” 2. En el Peru
crece de 1500 a 4000 msnm y esta
distribuida en las regiones de La
Libertad, Ancash, Huénuco, Junin,
Apurimac, Ayacucho Cusco,
Arequipa y Tacna?. En la region de
Ayacucho, lo podemos encontrar en
los distritos de Vinchos, Quinua,
Huamanguilla parasitando especies

como el Mespilus germanica,

Eucaliptus  globulus, Colletiae

Figura 1. Fotografia de Ligaria cuneifolia

spinosissimae, entre otras.

Tradicionalmente las hojas de L. cuneifolia son usadas en forma de parches,
cocimiento y cemento dentario. Se usa en forma de parches para curar las
fracturas de los huesos y las ramas sirven para tefiir de negro. Se usa para curar
el asma y como mastix para las caries dentales; asi mismo, se usa en la
preparacion de venenos para rata y para las ligas usadas en la caza de aves 2.
Los estudios etnobotanicos han informado el uso de L. cuneifolia como
antihemorragico, abortivo, emenagogo y oxitocico y contra cefalea, gastralgias,
dolor de garganta e hipotermia 2°. Por otro lado, los estudios farmacolégicos han
demostrado que los extractos de L. cuneifolia disminuyen los niveles de colesterol
y lipidos en sangre en ratas®*, presenta actividad antitumoral?!, produce reduccién
en la proliferacion celular en el linfoma murino®, presenta efecto bactericida contra
fitopatdgenos y patdgenos clinicos??, y tiene fuerte actividad antioxidante in
vitro®1%2%, Por lo tanto, el uso de L. cuneifolia para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares y cancer es una alternativa prometedora®*2°.

Los estudios fitoquimicos han identificado varios compuestos potencialmente
responsables de las actividades biolégicas de L. cuneifolia. El flavonol quercetina
se identifico en especimenes de L. cuneifolia. La quercetina podria encontrarse

libre o como un derivado de 3-O-glucésido con glucosa, xilosa, ramnosa o
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arabinosa!. También se informaron la presencia de leucoantocianidinas,
catequina-4-R3-ol y proantocianidinas como polimeros, oligémeros y dimeros que
producen cianidina después de la hidrdlisis [14]. Dobrecky® también identificé QE-
3-0O- (200-O-galloil) ramnésido, QE-3-0O-(300-0O-galloil) ramnosido, QE-3-O- (200
galloil) -arabinofuranésido, y QE-3-O- (200-O-galloil) -arabinopiranésido®.

Los compuestos fendlicos poseen un gran potencial antioxidante, debido a que
son muy sensibles de ser oxidados y tienen la propiedad de impedir que los
metales catalicen las reacciones de oxidacion. De manera que 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 que tenga caracteristicas distintas al resto de los alcoholes.
Dado a su naturaleza aromatica, 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 responsable de la formacion de radicales
libres, estos a su vez protegen a los componentes celulares contra el dafio
oxidativo a través de la eliminacion 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 generacién 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 transduccién de sefiales, o que puede
modificar el estado redox de la célula y desencadenar una serie de reacciones
dependientes de redox”.?’

Los flavonoides, se caracterizan por estar formado por dos anillos aromaticos y
un heterociclico haciendo un sistema Ce-C3-Cs. LOs anillos son denominados
como Ay B para los aromaticos y C para el heterociclico, varian de acuerdo con
los sustituyentes que pueden ser hidroxilos o metoxilos.?® “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 atomos
de carbono C2 y C3, un grupo hidroxilo libre en C3 y un grupo carbonilo en C4
presentan interés biolégico y farmacolégico, como se presenta en la quercetina”.

“La actividad antioxidante de los flavonoides se debe a sus propiedades quelantes
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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, se encuentran como pigmentos naturales presentes en los
vegetales, semillas, frutas que tienen la capacidad de proteger contra agentes
oxidantes producido por la radiacion 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”. “Por lo que, si son capaces de proteger a las células de las plantas,
también pueden brindar proteccién a las células de la piel de los seres humanos,
su actividad fotoprotectora se da por la concentracion 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”.*

La composicién quimica de las plantas medicinales esta determinada por las
condiciones geograficas. “La temperatura es el elemento del clima de mayor
importancia, ya que cada especie medicinal se adapta a su propio habitat; sin
embargo, las plantas tienen la capacidad de desarrollarse en una amplia variedad
de temperaturas”. “Algunas plantas de regiones templadas como la manzanilla,
ruda, se adaptan a regiones tropicales y se desarrollan de manera satisfactoria
durante el verano; sin embargo, en el invierno su crecimiento disminuye y es
propensa al ataque de plagas”. Ademas, se debe tener en cuenta no solo la
temperatura maxima sino el intervalo de variacion durante el dia, la noche y a lo
largo del afio, la cual influye en el crecimiento de las plantas y produccion de
metabolitos secundarios?®.

Lalluvia ejerce influencia sobre la humedad y retencion de agua por el suelo. Una
lluvia continua puede llevar a una pérdida de sustancias tanto en hojas como en
raices, lo que se relaciona con los bajos rendimientos de algunos principios
activos. Asi también puede darse la disolucion del principio activo debido al
aumento de agua en la planta .

El contenido de metabolitos de las plantas varia segun la cantidad e intensidad de
luz. Existe una relacion directamente proporcional entre la intensidad de la
radiacion solar y la produccion de compuestos fendlicos. Por ejemplo, el

contenido de flavonoides y fenilpropanoides estd relacionado con la
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fotoproteccién, ya que estos absorben y disipan la energia solar, evitando asi
dafios en los tejidos internos °.

Laradiacion UV produce un incremento en el contenido de flavonoides, alcaloides
antocianinas, carotenoides y cumarinas en muchas especies vegetales como
mecanismo de proteccion contra el dafio oxidativo. Los rayos UV-B incrementan
la actividad de la fenilalanina-amonio liasa, enzima clave en la sintesis fendlica y
en los niveles de flavonoides y acidos hidroxicinAmicos. También se han
observado cambios en los tipos de flavonoides (mayor contenido de quercetinay
menor contenido de kamferol) formados tras la exposicion a UV-B 4.

El suelo no sélo sirve de soporte mecénico a la planta, sino también de suministro
de agua y de nutrientes. Muchas especies vegetales que crecen en suelos
derivados de rocas serpentinosas, pueden acumular metales pesados, como el
cobalto. Tal es el caso de Neobracea valenzuelana, especie que posee accion
hipotensora debido al contenido de cobalto en sus hojasso. Se ha evidenciado que
las plantas que crecen en suelos alcalinos tienen mayor contenido de alcaloides
que las de suelos acidos. Por ejemplo, atropa belladona produce mas alcaloides
en el rango de pH de 5,5-6,5 4.

La altitud es otro de los factores climaticos que esta relacionado con el desarrollo

y calidad de las plantas que influye en su composicion 4.
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién
El presente trabajo de investigacion se ejecuto en los laboratorios del “Centro de
Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de Medicamentos de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de
la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga”.
3.2 Poblacién y muestra
a) Poblacién. Ligaria cuneifolia recolectadas en la provincia de Huamanga de la
region de Ayacucho.
b) Muestra. Cien gramos de tallos, hojas y flores de Ligaria cuneifolia recolectadas
en el Centro Poblado de Anchac huasi hospedado en Colletiae spinosissimae
(Latitud: -13.2977162; Longitud: -74.3400697; Altitud: 3235 msnm), Centro
Poblado de Angasmayo hospedado en Colletiae spinosissimae (Latitud: -
13.3385087; Longitud: -74.3611785; Altitud: 3315 msnm) pertenecientes al distrito
de Vinchos y en el Centro Poblado de Quinua hospedado en Mespilus germanica
(Latitud: -13.0662458; Longitud: -74.1519948; Altitud: 3034 msnm) del distrito de
Quinua de la provincia de Huamanga de la region de Ayacucho. (Anexos 19 — 21)
3.3. Procedimiento para larecoleccién de datos
3.3.1. Obtencion del extracto acuoso
Las hojas, tallos y flores de Ligaria cuneifolia se secaron por liofilizacién utilizando
un Liofilizador LABOTEC operado a -42°C y 0,013 mbar durante 48 horas. El
extracto se obtuvo utilizando como solvente de extraccion el agua. La extraccion
se realiz6 por el método de extraccion acelerada de solventes, utilizando el
Extractor Acelerado de Solventes Dionex™ ASE 150. Un gramo de hojas secas
se mezcld con 0,5 gramos de tierra de diatomea y fueron acondicionadas en una
celda de acero inoxidable de 66 mL (provista de un filtro de celulosa de 27 mm).
La extraccion se realiz6 con agua a 1500 psi a 100°C, con un tiempo estatico de

5 minutos, 2 ciclos estéticos, 50% de volumen de enjuague y un tiempo de purga
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de 160 segundos?!. El extracto se colect6 en un frasco de 120 mL. Posteriormente
el extracto se liofilizé en un Liofilizador LABOTEC operado a -42°C y 0,013 mbar
durante 48 horas®.

3.3.2. Determinacion del contenido de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales en los liofilizados se realizé usando el reactivo
Folin-Ciocalteu (RFC) segun lo descrito por Sousa et al.1*. Se preparé una solucién
stock de acido galico de 60 pug/mL, a partir de cual se obtuvo soluciones estandar
de 10; 20 y 40 pg/mL en etanol de 50°. Se midié 100 pL de cada solucion estandar
y se adicion6 500 pL de RFC (1:10) y 400 pL de Na>COs 7,5%. Después de 30
minutos se midié la absorbancia a 765 nm. Para la cuantificacién de fenoles totales
en los extractos liofilizados, se prepar6 una solucién de 320 pg/mL del extracto
liofilizado en etanol de 50°. Se midié 100 uL de cada solucion de extracto y se
adicion6 500 pL de reactivo de RFC (1:10) y 400 pL de Na.COs 7,5%. Después
de 30 minutos se midi6 la absorbancia a 765 nm. La concentracién se calcul6 a
partir de la curva patron de acido galico y el contenido de fenoles totales se
expresd en miligramos equivalentes de &cido galico por gramo de extracto
liofilizado (MgEAG/Q).

3.3.3. Determinacion del contenido de flavonoides

La cuantificacién de flavonoides se realiz6 utilizando el reactivo de tricloruro de
aluminio, segun lo descrito por Barrén et al.*3. Se preparé una solucién stock de
rutina de 40 pg/mL. Se midio alicuotas de la solucion stock, se adicion6 0,5 mL de
AlICl; 2% y completd a volumen de 5,0 mL con etanol 50°, para obtener soluciones
estandar de 8 pg/mL hasta 32 pg/mL. Después de 30 minutos se midio la
absorbancia a 415 nm. Para la cuantificacion en los extractos liofilizados, se
prepar6 una solucién de 800 pg/mL del extracto en etanol de 50°, del cual se medio
2,0 mL y se adicion6 0,5 mL de AICl; 2% y se complet6 a volumen de 5,0 mL con
etanol 50°. Después de 30 minutos se midié las absorbancias a 415 nm. La
concentracion se calculé a partir de la curva patrén de rutina y el contenido de
flavonoides se expresd en miligramos equivalentes de rutina por gramo de
extracto liofilizado (mgERu/g).

3.3.4. Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se realizé por el método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo) descrito por Sousa et al.**. Se prepard una curva estandar de DPPH
1 a40 pug/mL y para la determinacion de la actividad antioxidante en los liofilizados

se preparo soluciones de 25; 50; 100; 150; 200 y 250 pg/mL. Para la reaccion, se
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tomaron alicuotas de 300 pL de cada solucion y se adicioné 2,7 mL de solucion
de DPPH (40 pg/mL), transcurrido 30 minutos se midié la absorbancia a 515 nm,
calibrando el espectrofotdmetro con el blanco (300 pL de aguay 2,7 mL de DPPH).
La actividad antioxidante se calcul6 con la siguiente ecuacion:

ang = [Re = Bm = A 49

A

donde, AA(%): Porcentaje de actividad antioxidante; Ac: Absorbancia del control;
Am: Absorbancia de la muestra; Ab: Absorbancia del blanco.
Asimismo, se calcul6 la concentracion eficiente (CEs,) de la actividad antioxidante
de la ecuacion exponencial (y = y, + Aefo*) del porcentaje de DPPH remanente
versus concentracion Trolox y extractos, utilizando el software OriginPro 8 y los
resultados se compararon con el estAdndar Trolox analizados tal como se procedio
con la muestra.
3.4. Tipo de investigacioén
El tipo de investigacion es basica®.
3.5. Disefio de investigacion

Disefio no experimental transeccional descriptivo3.

G 0]
Donde:
G . Extracto liofilizado
@] . Observacion (Contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad

antioxidante)

3.6. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados y analizados mediante el programa
Microsoft Excel y expresados en promedios, representados en graficas. Se realizé
la prueba de homocedasticidad de Levene, el analisis de varianza para identificar
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre el contenido de fenoles
totales, flavonoides y actividad antioxidantes de los extractos liofilizados de
poblaciones de Ligaria cuneifolia aplicAndose ANOVA y comparaciones multiples

con la prueba de Tukey?®®, empleando el programa SPSS.
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IV. RESULTADOS
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Figura 2. Contenido de compuestos fendlicos en Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh
que crecen en la provincia de Huamanga de la region de Ayacucho.
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Figura 3. Contenido de flavonoides en Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que
crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.
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Figura 4. Actividad antioxidante de de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que
crecen en la provincia de Huamanga de la region de Ayacucho.
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gue crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.
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V. DISCUSION
Ligaria cuneifolia es una especie hemiparasita que crece y esta ampliamente
distribuida en la regiébn de Ayacucho y del Perq, tiene una alta densidad
poblacional e infesta diferentes hospederos. En el Pera crece de 1500 a 4000
msnm y esta distribuida en las regiones de La Libertad, Ancash, Huanuco, Junin,
Apurimac, Ayacucho Cusco, Arequipa y Tacna®. En la region de Ayacucho, lo
podemos encontrar en los distritos de Vinchos, Quinua, Huamanguilla parasitando
especies como el Mespilus germanica, Eucaliptus globulus, Colletiae
spinosissimae, entre otras.
La composicion quimica de las plantas medicinales esta determinada por las
condiciones geograficas'®, condiciones como la altitud, la frecuencia de lluvias, el
tipo de suelo determinan la composicién cuali-cuantitativa de las especies
vegetales.
Por tales consideraciones, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el
contenido de polifenoles en poblaciones de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que
crecen en la provincia de Huamanga de la regidn de Ayacucho.
La evaluacion del contenido de polifenoles de L. cuneifolia se realiz6 en el extracto
acuoso de los tallos, hojas y flores de tres centros poblados de la provincia de
Huamanga. Al respecto, L. cuneifolia es una especie que crece en Argentina, con
una amplia difusibn de su empleo terapéutico y promisorias actividades
citostaticas e inmunomoduladoras que ha generado mucho interés por la
comunidad cientifica argentina®®, por lo que se han realizado diversas
investigaciones. Por mencionar, Ricco et al.!’ realizaron el andlisis de polifenoles
de L. cuneifolia en diferentes extractos, evidenciando un mayor contenido de
fenoles totales y flavonoides en el extracto acuoso, por tal motivo, en nuestro

estudio se realiz6 el andlisis de polifenoles en el extracto acuoso. Ademas, el
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extracto obtenido por infusibn es la forma empleada frecuentemente en la
medicina tradicional.

El contenido de polifenoles incluyd la cuantificacion del contenido de fenoles
totales (TPC) y el contenido de flavonoides totales (TFC). EI TPC se determiné por
el método de Folin Ciocalteau* y la concentraciéon de fenoles totales fue
expresada como miligramos equivalentes a acido galico por gramo de extracto
calculados a partir de una curva de calibracion de &cido gélico (y = 0,0091x +
0,0191) (Anexo 3). La curva de calibracion de &cido galico present6 un coeficiente
de correlacién de Pearson de 0,9996 que indica una alta linealidad del método y
con un valor de la interseccion en el eje de las ordenadas cercanos a cero (Anexo
3).

La Figura 2 presenta los resultados del contenido de compuestos fendlicos (TPC)
en L. cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la
region de Ayacucho. ElI TPC fue cuantificado tanto en los extractos acuosos
liofilizados de las hojas, tallos y flores de especies de L. cuneifolia que crecen en
los Centros Poblados de Angasmayo, Anchac huasi y Quinua ubicados en la
provincia de Huamanga en la region de Ayacucho. Las muestras de L. cuneifolia
que proceden del C.P. de Quinua reportaron un contenido de fenoles totales
(392,9 £ 1,3 mgGAE/qg) estadisticamente superior a las demas muestras (p-valor
< 0,05) y respecto al rgano vegetativo, los tallos reportaron el mayor contenido
de fenoles totales, seguido de las flores y hojas (Prueba de comparaciones
multiples de Tukey; p < 0,05) (Anexos 4y 7).

El TFC se determiné por el método del cloruro de aluminio® y la concentracion de
flavonoides totales fue expresada como miligramos equivalentes a rutina por
gramo de extracto calculados a partir de una curva de calibracion de acido galico
(y = 0,0277x + 0,0313) (Anexo 8). La curva de calibracion de &acido gélico
presentd un coeficiente de correlacion de Pearson de 0,998 que indica una alta
linealidad del método y con un valor de la interseccion en el eje de las ordenadas
cercanos a cero (Anexo 3).

La Figura 3 presenta los resultados del contenido de flavonoides (TPC) en Ligaria
cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la region
de Ayacucho. El TFC fue cuantificado tanto en los extractos acuosos liofilizados
de las hojas, tallos y flores de especies de L. cuneifolia que crecen en los Centros
Poblados de Angasmayo, Anchac huasi y Quinua ubicados en la provincia de

Huamanga en la region de Ayacucho. Las muestras de L. cuneifolia que proceden
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del C.P. de Quinua reportaron un contenido de fenoles totales (88,4 = 0,2
MgGAE/g) estadisticamente superior a las demas muestras (p-valor < 0,05) y
respecto al 6rgano vegetativo, las hojas reportaron el mayor contenido de fenoles
totales, seguido de las flores y hojas (Prueba de comparaciones mdultiples de
Tukey; p < 0,05) (Anexos 9y 12).

Al respecto, Ricco et al.l’ reportdé un mayor contenido de fenoles totales en los
tallos de L. cuneifolia (80,2 + 2,3 mg eq. de ac. galico/g mat. seco), valores
menores a los encontrados en la presente investigacion (C.P. Quinua: 392,9 + 1,3
mgGAE/Q), lo que indicaria que las especies de L. cuneifolia de nuestra regién son
una mejor fuente potencial de compuestos fendlicos. Sin embargo, los valores
TPC reportado por Ricco et al*’. se refieren al material seco, aunque no especifica
si se refiere al extracto acuoso.

Otro estudio, fue el reportado por Dobrecky et al.® quienes reportaron un valor
superior de TPC (417,3 + 130,0 mg de &cido tanico/g de fraccion) y TFC en la
fraccion acuosa de tallos y hojas de L. cuneifolia; valor superior a lo reportado en
esta investigacion, aunque con un error estandar de la media muy elevada. Sin
embargo, estos valores corresponden a una fracciébn acuosa que supone una
fraccibn mas concentrada al cual se ha extraido previamente otros compuestos
guimicos usando butanol y acetato de etilo. Lo que indica que si evaluamos el TPC
en una fraccion acuosa los resultados podrian ser mucho mas promisorios.
Respecto al contenido de flavonoides, la fraccién acuosa reporté un valor menor
TFC (0,3 £+ mg RUE/g de fracciébn) en comparacion a lo reportado en esta
investigacion (C.P. Quinua; hojas: 88,1 + 0,53 mg RUE/g extracto). Es importante
sefialar que Dobrecky et al.® reportaron que la fraccion en acetato de etilo de las
hojas y tallos de L. cuneifolia evidenciaron mejor contenido de fenoles y
flavonoides, lo que servird como orientacion para futuras investigaciones

En un estudio mas reciente, Dobrecky et al.'® reportaron un valor superior TPC
(576,1 + 2,1 mg GAE/g de fraccion seca), aunque inferior TFC (71,2 £ 0,4 mg
RUE/g de fraccion seca) en la fraccion en acetato de etilo de las hojas de L.
cuneifolia. Este resultado evidencia que el extracto acuoso de L. cuneifolia
procedentes de nuestra region presentan mejor contenido de flavonoides (C.P.
Quinua; hojas: 88,1 + 0,53 mg RUE/g extracto). Este estudio sugiere evaluar el
contenido de fenoles y flavonoides en la fraccion en acetato de etilo, ya que en
dicha fraccién se concentra un mayor contenido. Sin embargo, reafirmamos que

el estudio de L. cuneifolia debe seguir orientandose al uso del extracto acuoso,
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debido a que es la forma tradicional de uso y que ademas el agua es el solvente
por naturaleza mas amigable con el ecosistema y la salud de los seres humanos.
La actividad antioxidante se evalu6 por el método de DPPH* (Figura 4) a partir
de una curva de calibracion de DPPH (y = 0,0266x + 0,011) y fue expresada como
porcentaje de actividad antioxidante (%AA) (Anexo 13). La actividad antioxidante
fue evaluada a las concentraciones de muestra de 25 a 250 pg/mL (Anexo 14); sin
embargo, el %AA se comparod a la concentracion de 100 pg/mL, debido a que el
Trolox a esa concentracion alcanza un %AA por encima de 90% (y = 1,63 +
123,3e7993X) (Anexo 15) y que no varia significativamente a medida que aumenta
la concentracion (Prueba de comparaciones multiples de Tukey; p < 0,05) (Anexo
20). Las muestras de L. cuneifolia que proceden del C.P. de Quinua reportaron
una actividad antioxidante (42,06 + 0,19 %) estadisticamente superior a las demas
muestras (p-valor > 0,05) y respecto al 6rgano vegetativo, los tallos reportaron la
mayor actividad antioxidante seguido de las flores y hojas (Prueba de
comparaciones multiples de Tukey; p < 0,05) (Anexos 16 y 19).

La actividad antioxidante también fue expresada como concentracion eficiente
(Figura 5) a partir de una curva de DPPH (y = 0,0266x + 0,011) y la concentracion
remanente de DPPH por efecto de los extractos de L. cuneifola (Anexo 21) y/o
Trolox (Anexo 22). Las muestras de L. cuneifolia que proceden del C.P. de Quinua
reportaron una concentracion eficiente (131,6 + 0,6 pg/mL) (Anexo 23)
estadisticamente menor a las demas muestras (p-valor < 0,05) y respecto al
organo vegetativo, los tallos reportaron menor CEsg seguido de las flores y hojas
(Prueba de comparaciones multiples de Tukey; p < 0,05) (Anexo 26). Cabe
mencionar, que a menor CEso mayor es la actividad antioxidante.

Respecto a la actividad antioxidante del extracto acuoso de L. cuneifolia, los
diferentes estudios sobre el contenido de polifenoles y su respectiva actividad
antioxidantes, reafirman la relacidn directamente proporcional entre el contenido
de compuestos fendlicos y su respectiva actividad antioxidante®10181° Este
estudio solo se limitd a la evaluacion de la actividad antioxidante por el método de
DPPH con la finalidad de corroborar dicha relacion; sin embargo, se recomienda
realizar la actividad antioxidante por otros métodos in vitro, tales como, ABTS y
FRAP, debido a que la particularidad de las condiciones edaficas donde crece la
L. cuneifolia determina su composicién quimica y actividad bioldgica.

Finalmente, otro aspecto a discutir, aunque no hay sido parte del objetivo de este

estudio, es la variabilidad de los resultados segun el hospedero que la L.
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cuneiofolia infesta o parasita. Los estudios ya mencionados péarrafos precedentes,
se refieren a especies de L. cuneifolia que crecen en diferentes hospedantes. Por
ejemplo, Prosopis flexuosa y Prosopis chilensis®; Acacia caven!’; entre otros. Al
respecto, se han reportado estudios sobre la variabilidad de los efectos
hipotensores e hipertensores en L. cuneifolia segun el arbol hospedante donde
obtienen agua y los nutrientes para vivir. Lo que sugiere recomendar se aborden
estudios sobre la evaluacion del contenido de polifenoles en L. cuneifolia segun el

agente hospedante.
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VI. CONCLUSIONES
1. Los especimenes de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh recolectados en el
centro poblado de Quinua reportaron el mayor contenido de fenoles totales
y flavonoides.
2. Los especimenes de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh recolectados en el

centro poblado de Quinua reportaron la mayor actividad antioxidante.
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VIl. RECOMENDACIONES
1. Realizar estudios en la fraccion de acetato de etilo de los tallos de L.
cuneifolia para evidenciar mejor la composicién quimica de flavonoides y
compuestos fendlicos
2. Realizar estudios del contenido de polifenoles en L. cuneifolia segun el
hospedante.
3. Proseguir los estudios en el extracto acuoso de tallos de L. cuneifolia,

reforzando asi el uso tradicional y el cuidado con el medio ambiente.
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Anexo 1

Matriz de consistencia del analisis de polifenoles en poblaciones de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh (Loranthaceae) que crecen en la

provincia de Huamanga de la region de Ayacucho.

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES

METODOLOGIA

¢,Cudl es el contenido de
polifenoles en
poblaciones de Ligaria
cuneifolia (R. et P.) Tiegh
(Loranthaceae) que
crecen en la provincia de
Huamanga?

Objetivo general:

Evaluar el contenido de polifenoles en
poblaciones de Ligaria cuneifolia (R. et
P.) Tiegh que crecen en la provincia de
Huamanga de la region de Ayacucho.

Objetivos especificos

e Evaluar el contenido de fenoles
totales en poblaciones de Ligaria
cuneifolia (R. et P.) Tiegh que
crecen en la provincia de Huamanga
de la regién de Ayacucho.

e Evaluar el contenido de flavonoides
en poblaciones de Ligaria cuneifolia
(R. et P.) Tiegh que crecen en la
provincia de Huamanga de la regién
de Ayacucho.

e Evaluar la actividad antioxidante en
poblaciones de Ligaria cuneifolia (R.
et P.) Tiegh que crecen en la
provincia de Huamanga de la region
de Ayacucho.

Hi:

El extracto acuoso liofilizado
de poblaciones de Ligaria
cuneifolia (R. et P.) Tiegh que
crecen en la provincia de
Huamanga de la regién de
Ayacucho presenta
variabilidad cuantitativa en el
contenido de polifenoles.

Ho:

El extracto acuoso liofilizado
de poblaciones de Ligaria
cuneifolia (R. et P.) Tiegh que
crecen en la provincia de
Huamanga de la regién de
Ayacucho no presenta
variabilidad cuantitativa en el
contenido de polifenoles.

He:

TPC, < TPC,

Variables

Contenido de
compuestos fendlicos

Contenido de
flavonoides

Actividad antioxidante
Indicador:

Presencia de
polifenoles

Contenido de
compuestos fendlicos:
mg GAE/g de extracto

Contenido de
flavonoides: mg RUE/g
de extracto

Porcentaje de
actividad antioxidante

Tipo de investigacion
Basica.
Definicion de la poblacion y muestra

a) Poblacion. Ligaria cuneifolia recolectadas en la
provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.

b) Muestra. Cien gramos de hojas de Ligaria cuneifolia
recolectadas en los distritos de Vinchos y Quinua de la
provincia de Huamanga de la region de Ayacucho.

Métodos instrumentales para larecoleccion de datos

Para la recoleccién de datos en la evaluacion del
contenido de polifenoles se utilizara la cromatografia en
capa fina y la evaluacién del contenido de fenoles,
flavonoides y actividad antioxidante se determinara
espectrofotométricamente.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos seran procesados y analizados
mediante el programa Microsoft Excel y expresados en
promedios, representados en graficas. Se realizé la
prueba de homocedasticidad de Levene, el andlisis de
varianza para identificar diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) y comparaciones multiples con la
prueba de Tukey?3®, empleando el programa SPSS.
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Anexo 2

Certificado de identificacion taxonémica de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh

CONSTANCIA

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

Que, el Centro de Desarrollo, Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y
Fitomedicamentos de la EP de Farmacia y Bioquimica ha solicitado la
identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.
Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de
Clasificacion de Cronquist A 1988, siendo su taxonomia el siguiente:

DIVISION MAGNOLIOPHYTA

CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ROSIDAE

ORDEN SANTALALES

FAMILIA LORANTHACEAE

GENERO : Ligaria

ESPECIE Ligaria cuneifolia (R.& P.) Tiegh..
N.V “tullma”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 4 de Febrero del 2019
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Anexo 3
Curva de calibracion para la cuantificacién del contenido de compuestos fendlicos
en Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de

la regién de Ayacucho.

1,000 -
0,800 -
o
=
5 0,600 -
2 y = 0,0091x - 0,0191 ©
o r=0,9996 .
<
0,400 -
0,200 -+ @
O’OOO I I I I I |
0 10 20 30 40 50 60

Acido galico (ug/mL)
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Anexo 4
Datos descriptivos del contenido de compuestos fenélicos en Ligaria cuneifolia (R.

et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.

95% del intervalo de
Desv. Desv. confianza parala media

TCP N Media Desviacion Error Minimo Maximo
Limite Limite
inferior superior
Angasmayo-flor 3 271,6 15 0,9 267,9 2753 2705 2733
Angasmayo-hoja 3 239,8 5,0 29 2274 252,3 2345 2444
Angasmayo-tallo 3 290,6 0,5 03 289,3 291,9 290,0 291,0
Vinchios-flor 3 290,3 51 3,0 277,5 303,0 284,4 293,2
Vinchos-hoja 3 229,1 5,0 2,9 216,7 2415 224,0 233,9
Vinchos-tallo 3 315,1 6,5 38 298,8 331,3 307,5 318,8
Quinua-flor 3 322,6 53 31 309,3 335,8 319,5 328,8
Quinua-hoja 3 2483 0,2 0,1 247,8 248,8 248,2 248,5
Quinua-tallo 3 392,9 2,2 1,3 387,5 398,4 390,4 3945
Total 27 288,9 48,9 9,4 269,6 308,2 224,0 3945
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Anexo 5
Prueba de Levene del contenido de compuestos fendlicos en Ligaria cuneifolia (R.

et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.

Estadistico .

TPC de Levene gll gl2 Sig.
Sebasaen 5 5g 8 18 0,014
la media
Sebasaen ) \oq 8 18 0,869
la mediana
Se basa en
la mediana 0,458 8 8,329 0,856
y con gl
Se basa en
la media 3,024 8 18 0,024
recortada
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Anexo 6
Andlisis de varianza del contenido de compuestos fendlicos en Ligaria cuneifolia

(R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de

Ayacucho.
Suma de | Media E Si
cuadrados 9 cuadrética 9-
Entre grupos 61743,4 8,0 7717,9 449,1| 4,12E-19
Dentro de grupos 309,4 18,0 17,2
Total 62052,8 26,0
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Anexo 7
Prueba de comparaciones multiples de Tukey del contenido de compuestos
fendlicos en Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de

Huamanga de la region de Ayacucho.

Factor_TPC

2

Subconjunto para alfa = 0.05

2 3 4

5

Vinchos - hoja
Angasmayo - hoja
Quinua - hoja
Angasmayo - flor
Vinchos - flor
Angasmayo - tallo
Vinchos - tallo
Quinua - flor
Quinua - tallo

W W wwwwwwow

229,1
239,8

239,8
248,3
271,6

290,3
290,6

3151
322,6

392,9

p-valor

0,094

0,295 1,000 1,000

0,431

1,000
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Anexo 8
Curva de calibraciéon de flavonoides para la cuantificacién del contenido de
flavonoides en Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de

Huamanga de la region de Ayacucho

1,000
y =0,0277x + 0,0313 O
R? = 0,9967

0,800 ¢
o O
S 0,600 + o
cU
2
< 0400 |

il '

@
0,200 +
0,000 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 : !
0 10 20 30 40

Rutina (¥g/mL)
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Anexo 9
Datos descriptivos del contenido de flavonoides en Ligaria cuneifolia (R. et P.)

Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.

95% del intervalo de
Desv. Desv. confianza parala media

TFC N Media o Minimo Méaximo
Desviacion Error — —
Limite Limite
inferior superior
Angasmayo-flor 3 31,6 0,8 0,5 29,6 33,6 31,1 325
Angasmayo-hoja 3 37,3 0,5 0,3 36,1 38,6 37,0 37,9
Angasmayo-tallo 3 19,4 0,2 0,1 18,9 19,9 19,2 19,6
Vinchios-flor 3 56,7 0,8 0,4 54,8 58,7 56,1 57,6
Vinchos-hoja 3 73,0 0,6 0,4 71,4 74,6 72,5 73,7
Vinchos-tallo 3 42,2 0,4 0,2 41,1 43,2 41,7 425
Quinua-flor 3 76,4 1,2 0,7 73,4 79,3 75,0 771
Quinua-hoja 3 88,4 0,2 0,1 87,8 88,9 88,1 88,5
Quinua-tallo 3 46,7 0,4 0,2 45,7 47,8 46,4 47,2
Total 27 52,4 22,0 4,2 43,7 61,1 19,2 88,5
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Anexo 10
Prueba de Levene del contenido de flavonoides en Ligaria cuneifolia (R. et P.)

Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.

Estadistico .

TFC de Levene gll gl2 Sig.
Se basa en 3,260 8 18 0,018
la media
Se basa en 0,310 8 18 0,952
la mediana
Se basa en 0,310 8 7,699 0,941
la mediana
y con gl
Se basa en 2,741 8 18 0,036
la media
recortada
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Anexo 11
Andlisis de varianza del contenido flavonoides en Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh

gue crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.

Suma de | Media F Si
cuadrados 9 cuadratica 9
12589,9 8,0 1573,7 3770,3 2,10E-27
Entre grupos
7.5 18,0 04
Dentro de grupos
Total 12597,4 26,0
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Anexo 12
Prueba de comparaciones multiples de Tukey del contenido de flavonoides en
Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la

region de Ayacucho.

Subconjunto para alfa = 0.05
Factor_TFC N

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Angasmayo-tallo
Angasmayo-flor
Angasmayo-hojas
Vinchos-tallo
Quinua-tallo
Vinchos-flor
Vinchos-hoja
Quinua-flor
Quinua-hoja 88,4

19,4
31,6
37,3
42,2
46,7
56,7
73,0
76,4

W W wwwwwwow

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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Anexo 13
Curva de calibracion de DPPH para el calculo de la actividad antioxidante de
Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la

region de Ayacucho

1,0
08 y = 0,0265x + 0,011 o
* R2 = 0,999
2
S j&)
% 06
g o
0,4 (J
0,2
0,0 O t t t t t } } |
0,0 5,0 100 150 200 250 300 350 400

Concentracion (ug/mL)
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Anexo 14
Variacion de la actividad antioxidante en funcién de la concentracion del extracto
acuoso de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de
Huamanga de la region de Ayacucho

100,00
y =0,3273x + 75777
Rz = 0,9899 f\
N
80,00
< N
g O
o
= .
<
R P
E 60,00 o
€
S .
kel -
s o
5 40,00 =
<<
/’y"
)
20,00 -
A
O
0,00
0 50 100 150 200 250

Extracto acuoso de tallo - C.P. Quinuca [pg/mL]

53



Anexo 15

Variacion de la actividad antioxidante en funcion de la concentracién del Trolox

100,0

O G0 0

80,0

60,0

Actividad antioxidante (%)

40,0

20,0

0,0

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0
Trolox [pg/mL]
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Anexo 16
Datos descriptivos de la actividad antioxidante de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh

que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.

95% del intervalo de

Procedencia- N Media De.sv.. ) Desv. Error confianza para la media Minimo Maximo
parte Desviaciéon —
P . Limite
Limite inferior .
superior

Angasmayo-flor 3 29,71 0,27 0,15 29,05 30,37 29,44 29,97
Angasmayo-hoja 3 19,84 0,52 0,30 18,54 21,15 19,24 20,19
Angasmayo-tallo 3 29,49 0,35 0,20 28,63 30,35 29,09 29,73
Vinchios-flor 3 28,80 0,57 0,33 27,38 30,22 28,17 29,29
Vinchos-hoja 3 22,42 0,79 0,46 20,46 24,38 21,51 22,92
Vinchos-tallo 3 35,31 0,29 0,17 34,59 36,04 34,98 35,53
Quinua-flor 3 38,40 023 0,13 37,83 38,07 38,23 38,66
Quinua-hoja 3 30,35 0,47 0,27 29,18 31,52 29,88 30,82
Quinua-tallo 3 42,06 0,32 0,19 41,26 42,85 41,72 42,36

Total 27 30,71 6,82 1,31 28,01 33,41 19,24 42,36
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Anexo 17
Prueba de Levene de la actividad antioxidante de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh

gue crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 1,679 8 18 0172
Se basa en la mediana 0,257 8 18 0,972
S_e basa en la mediana 'y con gl 0,257 8 7.770 0,964
ajustado
Se basa en la media recortada 1,497 8 18 0,226
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Anexo 18
Andlisis de varianza de la actividad antioxidante de Ligaria cuneifolia (R. et P.)

Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de Ayacucho.

Sumade gl Media F Sig
cuadrados cuadratica )
Entre grupos 1206,5 8 150,8 722,4 5,80E-21
Dentro de grupos 3,8 18 0,2
Total 1210,2 26
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Anexo 19
Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la actividad antioxidante de
Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la

regién de Ayacucho.

Subconjunto para alfa = 0.05

Factor_AA N
1 2 3 4 5 6 7

Angasmayo-hoja 3 198
Vinchos-hoja 3 224
Vinchios-flor 3 28,8
Angasmayo-tallo 3 29,5 29,5
Angasmayo-flor 3 29,7 29,7
Quinua-hoja 3 30,4
Vinchos-tallo 3 35,3
Quinua-flor 3 38,4
Quinua-tallo 3 42,1

Sig. 1,0 1,0 03 04 10 1.0 1.0

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 3,000.
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Anexo 20
Prueba de comparaciones multiples de Tukey de la actividad antioxidante del

Trolox

HSD Tukey?

Trolox Subconjunto para alfa = 0.05

(pg/mL) N 1 2 3 4
25 3 24,15
50 3 49,67
100 3 95,63
200 3 95,73 95,73
150 3 96,01 96,01
250 3 96,49
Sig. 1,000 1,000 0,639 0,083

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

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Anexo 21
Variacién de la concentracién remanente de DPPH por efecto de la concentracién
del extracto acuoso de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia

de Huamanga de la region de Ayacucho

100,0
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Anexo 22

Variacién de la concentracién remanente de DPPH por efecto de la concentraciéon

del Trolox
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Anexo 23
Datos descriptivos de la concentracion eficiente antioxidante de Ligaria cuneifolia

(R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la region de

Ayacucho.
95% del intervalo de
Procedencia- N Media De_sv.. ) Desv. Error confianza para la media Minimo Maximo
parte Desviacion
P . Limite
Limite inferior )
superior
Angasmayo-flor 3 190,7 1,0 0,6 188,2 193,3 190,0 191,9
Angasmayo-hoja 3 264,4 4.8 2.7 252,6 276,2 260,5 269,7
Angasmayo-tallo 3 170,8 1,2 0,7 167,9 173,8 170,1 172,2
Vinchios-flor 3 201,9 1,6 0,9 198,1 205,8 200,3 203,4
Vinchos-hoja 3 224,7 4.4 2,6 213,7 235,7 220,6 229,4
Vinchos-tallo 3 160,5 0,9 05 158,3 162,7 159,5 161,2
Quinua-flor 3 152,5 0,7 0,4 150,9 154,2 152,1 153,3
Quinua-hoja 3 185,0 1,7 1,0 180,7 189,3 183,1 186,5
Quinua-tallo 3 131,8 1,0 0,6 129,4 134,2 130,7 132,4
Total 27 186,9 38,6 74 171,7 202,2 130,7 269,7
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Anexo 24
Prueba de Levene de la concentracion eficiente antioxidante de Ligaria cuneifolia

(R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de

Ayacucho.
Estadistico de i
Levene glt 912 S0

Se basa en la media 3,1 8 18 0,021
Se basa en la mediana 1.2 8 18 0,362
S_e basa en la mediana y con gl 12 8 6 0,427
ajustado

Se basa en la media recortada 3.0 8 18 0,027
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Anexo 25
Andlisis de varianza de la concentracién eficiente antioxidante de Ligaria cuneifolia

(R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de la regién de

Ayacucho.
Suma de Media .
[ F Sig.
cuadrados 9 cuadratica '9
Entre grupos 38562,2 8 4820,3 830,7 1,60E-21
Dentro de grupos 104,5 18 58
Total 38666,7 26
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Anexo 26

Prueba de comparaciones multiples de Tukey concentracion eficiente antioxidante

de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh que crecen en la provincia de Huamanga de

la regién de Ayacucho.

Factor_CE

Subconjunto para alfa = 0.05

Quinua-tallo
Quinua-flor
Vinchos-tallo
Angasmayo-tallo
Quinua-hoja
Angasmayo-flor
Vinchios-flor
Vinchos-hoja

Angasmayo-hoja

131,8

152,5

160,5

170,8

185,0

190,7

201,9

224,7

264,4

Sig.

1,0

10 1,0 10 0,1 10 10 1,0

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Anexo 19

Ubicacion geogréfica del centro poblado de Anchac huasi del distrito de Vinchos.

e | Y oy
RecoleccionfAnchac'huasiy
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-74.3400697

3,235.9124512

ey EEESE

Google 68% Fecha de image 21~ Més nueva | Maxar Technolos
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Anexo 20

Ubicacion geogréfica del centro poblado de Angasmayo del distrito de Vinchos.

&

Tamafio predeterminado

s.P PP

e P PP P
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Anexo 21

Ubicacion geogréfica del centro poblado de Quinua del distrito de Quinua.
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