UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL

DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESCUELA DE FORMACION PROFESIONAL DE
FARMACIA Y BIOQUIMICA

Actividad antiinflamatoria y antioxidante de los
compuestos fendlicos aislados de las hojas de
Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob
“marmagquilla‘“. Ayacucho-2012.

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE
QUIMICO FARMACEUTICA

PRESENTADO POR:

Bach. CORONADO BENDEZU, ELVA CARINA
AYACUCHO — PERU
2013



ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D.N° 114-13-UNSCH-FCB-D
Bach. Elva Carina CORONADO BENDEZU

En la ciudad de Ayacucho a los quince dias del mes de agosto del afio dos mil
trece, se reunieron en el auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, siendo las dieciséis horas
los miembros del jurado calificador integrado por el Mg. José Manuel Diez
Macaviica Presidente (e) y los miembros Mg. Raul Antonio Mamani Aycachi y el
Mg. Enrique Javier Aguilar Felices asesor del trabajo de investigacion y
secretario Docente encargado para recepcionar la sustentacién de la tesis
titulada Actividad antiinflamatoria y antioxidante de los compuestos fendlicos
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RESUMEN

Los compuestos fendlicos tienen propiedades bioldégicas como antiinflamatorias y
antioxidantes y se encuentran ampliamente distribuidas en muchas especies
vegetales. El presente trabajo de investigacion se realiz6 con la finalidad de
determinar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de los compuestos
fendlicos aislados de las hojas de Ageratina stermbergiana (DC) King & Rab
“marmaquilla”, durante los meses de octubre del 2012 a marzo del 2013. La
muestra fue recolectada en el distrito de Quinua, provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho, obteniéndose los compuestos fendlicos a partir de
un extracto etandlico, con solventes de diferente polaridad, realizandose su
identificacion mediante ensayos cualitativos, cromatograficas y espectrales. La
actividad antiinflamatoria se realizé mediante el método del edema plantar
inducido por carragenina.! Para esta prueba se utilizaron 25 ratas hembras de un
peso promedio entre 180 a 200 g que fueron divididos en cinco grupos al azar, a
las cuales se les administraron los compuestos fendlicos a la dosis de 100
mg/kg; 200 mg/kg y 400 mg/kg, disueltas en carboximetilcelulosa; se utilizé como
blanco (carboximetilcelulosa) y estandar (diclofenaco) y la actividad antioxidante
se realiz6 por el método de secuestramiento del radical libre DPPH.? Se
identificdé la presencia de azucares reductores, catequinas, lactonas y/o
cumarinas, flavonoides, fenoles y/o taninos, triterpenos y/o eésteroides. Los
compuestos fendlicos fueron caracterizados como derivados del acido benzoico
y dos flavonoides. A la dosis de 400 mg/kg se obtuvo un menor porcentaje de
inflamacion (9,53%), cercano al diclofenaco (6,76%), mientras que la actividad
antioxidante fue de 96,68% a la concentracién de 100 pg/ml, comparable al
acido caféico (97,08%) y el acido ascérbico (97,51%). Se concluye que los
compuestos fendlicos aislados tienen actividad antiinflamatoria y antioxidante.

Palabras clave: Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob, compuestos fendlicos,
antiinflamatorio, antioxidante
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I. INTRODUCCION

Hasta la actualidad la medicina tradicional ha servido de generacion en
generacion, en el alivio de un sinnimero de enfermedades. Dado que nuestro
pais posee una enorme diversidad de plantas medicinales debido a sus
diferentes ecosistemas, representa en gran medida, una rica fuente de
alternativas de tratamiento de diversas enfermedades. _

Diferentes estudios han mostrado que los radicales libres presenteé en el
organismo humano causan dafo oxidativo a diferentes moléculas, tales como
lipidos, proteinas y acidos nucleicos y tiene que ver en la iniciacion en algunas
enfermedades degenerativas.® Las enfermedades que involucran procesos
inflamatorios presentan una alta incidencia en la poblacion mundial, es por ello
que la basqueda de alternativas naturales de tratamiento es un elemento
importante en las investigaciones médico- farmacéuticas, de manera que puedan
sustituirse o disminuir el consumo de los farmacos sintéticos y asi evitar la
incidencia de sus efectos adversos.*

Los compuestos fendlicos son constituyentes importantes de la planta y les otorga
miultiples efectos benéficos, estos compuestos presentan una amplia gama de
actividades biologicas incluyendo la actividad antiinflamatoria, antioxidante,
anticancerigena, antihipertensiva y efectos protectores contra enfermedades

cardiovasculares, ademas pueden ejercer efectos antioxidantes como el secuestro



de radicales libres, donan molécuias de hidrégeno, barren moléculas de superoxido,

quelan metales de transicion; todas estas propiedades se deben principalmente al

grupo hidroxilo presente en su anillo estructural.® La accion antiinflamatoria de los

compuestos fendlicos se debe a que estos actian por la via 5-lipoxigenasa e

inhiben fundamentalmente Ia via de ciclooxi.genasa.5

La especie Ageratina sterbergiana es nativa de los andes con propiedades

farmacoldgicas y representa una gran alternativa para la prevencién de aigunas

enfermedades como problemas renales, inflamatorias, digestivos, dolor de cabeza,
etc. ® Esta especie contiene compuestos fendlicos, ’ y una nueva flavanona llamada
sternbin (5,3", 4'-trihidroxi-7methoxy-flavanona).?®

Por todas estas consideraciones, el proposito fue conocer la actividad

antiinflamatoria y antioxidante de los compuestos fendlicos aislados de las hojas

de Ageratina Stembergiana (DC) King & Rob “marmaquilla®, con los siguientes
objetivos:

Objetivo General:

o [Evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de los compuestos
fenglicos aislados de las hojas de Ageratina stembergiana (DC) King & Rob
"marmaquilla”.

Objetivos Especificos:

» |dentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etanélico de
las hojas de Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob “marmagquilia”.

e Obtener los compuestos fendlicos de las hojas de Ageratina stembergiana
DC) King & Rob “marmagquilia”.

o Determinar la dosis con méyor actividad antiinflamatoria entre las dosis
evaluadas de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Ageratina

stembergiana (DC) King & Rob “marmagquilla”.



e Evaluar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos aislados de las
hojas de Ageratina stembergiana (DC) King & Rob “marmaquilla” sobre los

radicales libres de DPPH.



il. MARCOTEORICO
2.1 Antecedentes
Sanabria et al., ® evaluaron la actividad antifingica y antibacteriana de la parte
aérea de la Ageratina ibaguensis y aislaron un terpenoide con actividad
antimicrobiana. La concentracion critica antifingica estuvo comprendida entre
500 y 2000 ug/ml y la actividad antibacteriana entre 190 y 930 pg/ml.
La actividad antiviral de las hojas de Ageratina havanensis fueron determinados

l. 10

por Del Barrio et a contra Vesivirus de conejo (RaV) (Caliciviridae) y virus de
herpes simplex humano tipo 1y 2 (HSV-1, HSV-2) (Herpesviridae). Las propiedades
antivirales fueron investigadas por medicion de la inhibicion del efecto citopatico viral
inducido en células Vero. Los mayores efectos inhibitorios se encontraron para el
extracto de acetato de etilo a partir de hojas.

El efecto analgésico de las hojas de Ageratina glabrata, Garcia et al., ' identificaron
un nuevo derivado de timol, 10-benzoiloxy-6, 8,9-trihnydroxythymol isobutirato que
interacttia con la enzima COX-2 en un ligando-receptor acoplamiento estudio.

La actividad antinflamatoria a partir de los tallos de Ageratina stembergiana (DC)

fueron determinados por Leén et al, " donde la mayor dosis (200 mg/kg) tuvo una

mejor respuesta antiinflamatoria y similar actividad a la indometacina de 10 mg/kg.



2.2 Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob “marmaquilia”

2.2.1 Clasificacion taxonomica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Ageratina

ESPECIE : Ageratina stembergiana (DC) King & Rob
NOMBRE COMUN “marmaquilla*

Fuente: Certificado emitido por el Herbariun Huamangensis (2012) (Anexo 1).
2.2.2 Descripcion botanica

Arbusto erguido, ramificado desde la base, de 40 a 70 cm de altura; hojas
opuestas, pecioladas, anchamente aovadas-lanceoladas, algo dentado en los
bordes, de 3-6 cm de largo por 3-4,5 cm de ancho; inflorescencia en pequerfias
cabezuelas que se agrupan formando casi corimbos, las cabezuelas son
acampanulados, de 5-6 mm de largo con los estilos filiformes que sobresalen;
bracteas involucrales dispuestas en dos series; fruto aquenio de 2 mm de largo
con papus blanquecino.”? *

2.2.3 Distribucion

Ampliamente distribuidas en Puno, Ancash, Apurimac, Arequipa, Ayacucho,
Junin, Cuzco, Huanuco, Lima, Amazonas, La Libertad, Pasco, Huancavelica.™
2.2.4 Composicion quimica

En los estudios frtoquimicos realizados en el extracto etandlico de los tallos se
determind la :presencia de azuUcares, flavonoides, compuestos fendlicos, taninos,

cumarinas, aminoacidos, esteroides.” De las partes aéreas se determinaron la

presencia de: eupatarone, junto con 2-hidroxibenzaldehido, 12-hidroxi-2-3-



dihidroeuparine, spathulenol, precone |, dammaradienol, acetato de
dammaradienol, 5,3\-dihidroxi-7,4\-dimetoxyflavanone, 5,7-dihidroxi-4'-
methoxyflavanone y sakuranetin, ademas de esta especie se han obtenido una

nueva flavanonas llamada Sternbin (5,3', 4'-trihidroxi-7methoxy-flavanona).®

serbina
Sakuranetina Persicogenina

Figura 1. Flavonoides aislados de Ageratina stembergiana ®
De la Ageratina ibaguensis se aislaron: flavonoides, antraquinonas, taninos,
esteroides, triterpenoides, lactona terpénica y presenta reacciones negativas para:
alcaloides, cardendlidos.®
A partir de Ageratina havanensis se identificaron cuatro flavonoides: 5,4'-dihidroxi-
7 metoxiflavanona  (sakuranetina), 3,54'-trihidroxi-7  metoxiflavanona
(7methoxyaromadendrin), 4'-O-8-D-glucosil-5,3'-dihidroxi-7 metoxi_ﬂavanbna (4-
O-B-D-glucosil-7-metoxi-eriodictiol) y 4'-O-B-D-glucosil-5 hidroxi-7-
metoxiflavanona (4'-O-B-D-glucosilsakuranetina).”
2.2.5 Usos tradicionales
Antiinflamatorio, cicatrizante, golpes, contra la diarrea, tonico, digestivo, emenagogo,
dolor de estémago, dolor de cabeza, diurética.®
2.3 Compuestos fendlicos
Son metabolitos secundarios producidas por todas las plantas, un grupo de
substancias que poseen en comin un anillo aromatico con uno o mas
sustituyentes hidroxilos y que ocurren frecuentemente como glicésidos,

combinados con unidades de azucar. Son relativamente polares y tienden a ser



solubles en agua; pueden ser detectados por el intenso color verde, azul o
negro, que producen cuando se les agrega una solucion acuosa o alcohdlica al
1% de cloruro férrico. "

En los ultimos afos se han acumulado evidencias de que algunos compuestos
fendlicos ingeridos en la dieta habitual pueden tener implicaciones sobre la salud
humana como la reduccion de algunos tipos de cancer. Ademds estos
compuestos fendlicos son utilizados para tratar enfermedades relacionadas con
procesos antiinflamatorias y desordenes cardiovasculares debido a la actividad
que ejercen sobre el sistema circulatorio, mejorando la circulacion periferica, la
movilizacion del colesterol y disminuyendo la fragilidad capilar.'

Los compuestos fendlicos tienen una gran capacidad antioxidante, considerado
la actividad biologica responsable del efecto preventivo sobre algunas
enfermedades y el mecanismo por el que actuan reside en su capacidad para
captar radicales libres que se pueden generar en las células del cuerpo humano
y que son resultado de la combinacion de muchos factores ambientales.™

2.3.1 Clasificacion

Los polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad
estructural. Segun su estructura quimica tenemos dos grandes grupos:

No flavonoides

Entre ellos: Acidos fenoles: derivados del acido benzoico C6-C1 y derivados del
acido cinamico C6-C3."

Flavonoides (C6-C3-C6)

Formados por dos grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado,
antocianos, isoflavonas, flavonas, flavononas, flavanoles y flavanonoles, taninos

condensados y lignanos.”



2.3.2 Acidos fendlicos

Estos compuestos tienen una funcién carboxilica y un grupo hidroxilico fendlico,
estos compuestos derivan del acido benzoico (anisaldehido, vanillina, acido
veratrico, acido anisico) y del acido cinamico (cafeico, ferﬁlico y sinaptico).

Las acciones mas importantes de los acidos fendlicos son la actividad
antimicrobiana y la actividad antiinflamatoria.®

Los acidos fenodlicos tienen propiedades antisépticas urinarias, propiedades
antinflamatorias de los derivados salicilicos. Inhiben la 5-Iipooxigénasa de
granulocitos humanos, de ello resulta una inhibicion en la formacion de
hidroperoéxidos y leucotrienos que podrian justificar el empleo en el tratamiento
de enfermedades inflamatorias o alérgicas.™

Los acidos fendlicos tienes gran importancia debido a su amplia actividad
biolégica como son: antioxidantes, antivirales, antitumorales, antifingicos,
antimutagénicos, hepatoprotectores, antiinflamatorias e inmunoestimulantes. La
actividad antioxidante de los acidos fendlicos denominados acidos de serie
cinamica son mas activos que los derivados hidroxi del acido benzoico debido a
que poseen grupos OH y carbonilo no unidos directamente al anillo bencénico. *°

o Acidos fendlicos derivados del acido benzoico

R
R1 Rz
HO COOH H H acido p-hidroxibenzoico
OCH, H acido vanillico
R OH OH acido gdlico
2

_ o _ OCH, OCH, &cido siringico
Acido p-hidroxibenzoico T

Figura 2. Estructura de los acidos benzoicos °



» Acidos fendlicos derivados del acido cinamico

Ry R,
COOH O H acido p- ari
R, \/ acido p-cumarico
OH H acido caféico
HO
OCH; H acido ferdlico

Ry

Acido p-hidroxicinamico OCH;  OCH;  &cido sindptico

Figura 3. Estructura de los &cidos cinamicos °

2.3.3 Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los
rayos ultravioletas, la poluciéon ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos, etc. Estos contienen en su estructura quimica un niumero variable de
grupos hidroxilo fendlicos que tienen excelentes propiedades de quelacion del
hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante. Por ello, desemperfian un papel esencial en la proteccién frente a
los fenémenos de dafio oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado
numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el
cancer. Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia
los radicales hidroxilo y superéxido, especies altamente reactivas implicadas en
el inicio de la cadena de peroxidacion lipidica y se ha descrito su capacidad de
modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide y anti-
inflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitrombéticos) y de
proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencion de la

placa de ateroma).”



Figura 4. Nucleo basico de los flavonoides

2.3.4.1 Clasificacion

Flavonoles Flavanoles

0
Senate

Antocianidina
Isoflavona Flavanona

Figura 5. Clasificacién de flavonoides 2
2.3.4.2 Actividad antiinflamatoria de los flavonoides
La accion antiinflamatoria que posee se relaciona en parte con su interaccion
con diversos enzimas implicados en el metabolismo del acido araquiddnico. In
vitro los flavonoides polihidroxilados actian preferentemente por la via 5
lipoxigenasa, mientras que los menos hidroxilados inhiben fundamentalmente la
via de ciclooxigenésa. In vivo, sin embargo parecen comportarse como
inhibidores duales. Otro mecanismo implicado en la accion antiinflamatoria y en
los cuales puede intervenir los flavonoides son:
. Inhibicion de la liberacion de histamina
) Inhibicién de la migracion celular
. Accion antirradicalaria

e  Efecto protector vascular.®

10



2.3.4.3 Actividad antioxidante de los flavonoides

Resulta de una combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y
secuestradoras de radicales libres, inhibicion de las oxidasas: lipooxigenasa,
ciclooxigenasa; evitando asi la formacion de especies reactivas de oxigeno y de
hidroxiperoxidos organicos. Estos flavonoides retiran oxigeno reactivo,
especialmente en forma de aniones superdxidos, radicales hidroxilos,
hidroperoxidos.?!

Los flavonoides pueden funcionar como:

. Secuestradores de radicales ROO’, RO, O,

) Inactivadores de iones metalicos

»  Sinergismo: reduce oxidantes oxidados (acido ascorbico).?

2.4 Inflamacion

Es una respuesta defensiva del organismo frente a un agente irritante o
infeccioso caracterizado por el movimiento de las células y fluidos desde la
sangre hacia los tejidos extravasculares en el lugar en el que se ha iniciado el
estimulo nocivo, bajo la influencia de factores quimiotactico producidos
localmente. Esta reaccién vascular tiene como objetivo eliminar los agentes y los
tejidos lesionados.”® Esta respuesta inflamatorias esta formada por plasma,
células circulantes, vasos sanguineos y constituyentes celulares del tejido
conectivo. Entre las células circulantes se incluyen los neutréfilos, monocitos,
eosinofilos, linfocitos, vasoéfios y plaguetas. Las células del tejido conectivo son
los mastocitos que rodean a los vasos sanguineos y los fifroblastos.2*

2.4.1 Pasos del proceso inflamatorio

Inicia con la dilatacion de los capilares, arteriolas locales, esto produce un
exceso de flujo sanguineo local, ademas la vasodilatacion es provocada por

numerosos mediadores quimicos producidos por la célula del tejido circundante
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entre ellos: la histamina, ciertas prostaglandinas (PGE,, PGl PGE,) y el factor
activador de plaquetas. Otro fenémeno que ocurre es el aumento de la
permeabilidad de las paredes de las vénulas poscapilares locales, lo que
favorece al paso de un volumen de liquido a los espacios intersticiales. Al
intersticio ingresan grandes cantidades de agua, fibrinégeno, inmunoglobulinas,
El paso de proteinas aumenta la presion oncética y la salida de agua lo que
clinicamente provoca el edema que se localiza en el area de la lesion y el
aumento de la permeabilidad vascular se favorece por accién principalmente de
la histamina y las prostaglandinas PGE-2 y PG|-1.2°
2.4.2 Tipos de inflamacion
¢ Inflamacién aguda.- Es de duracién corta, se inicia muy rapidamente, se
caracteriza por el exudado de fluido plasmatico y se produce la acumulacién
de neutréfilos, hay vasodilatacién y aumento de la permeabilidad capilar.?®
¢ Inflamacion crénica.- Sucede cuando el estimulo inflamatorio es persistente
lo que puede ocasionar destruccion del tejido o perdida de la funcién del
érgano afectado. El infitrado de las células inmunes tipico de la inflamacion
crénica esta compuesto por macréfagos, linfocitos y células plasmaticas. %
2.5 Antiinflamatorios no esteroideos
Son todos aquellos que inhiben a la enzima ciclooxigenasa que es el paso previo
de la via de sintesis de los prostanoides. Existen dos isoenzimas de la
ciclooxigenasa: ciclooxigenasa 1 (COX-1) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2). La
COX-1 se ekpresa sobre plaquetas, mucosa gastrica y vasculatura renal y es
responsable de transmision celular de sefales fisiolégicas. La mayoria de los
efectos secundarios de los antiinflamatorios no esteroideos se dan por inhibicion
de esta enzima. La COX-2 es inducida en los lugares donde se produce la

inflamacion y su inhibicion provoca los efectos antiinflamatorios y analgésicos de
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los antiinflamatorios no esteroideos. Las principales acciones de los
antiinflamatorios no esteroideos son los efectos antiinflamatorios, antipiréticos y
analgésicos, aunque no todos las ejercen en igual grado.®

La capacidad de los antiinflamatorios no esteroideos para reducir la inflamacion
es variable, dependiendo del tipo de proceso inflamatorio, participacion relativa
de algunos eicosanoides en él y también de la posibilidad de que actuen,
ademas, por mecanismos de accion independientes de la inhibicion de las
ciclooxigenasas. Al inhibir la sintesis de PG y tromboxanos, los antiinflamatorios
no esteroideos reducen su actividad sensibilizadora de las terminaciones
sensitivas, asi como la actividad vasodilatadora y quimiotactica, interfiriendo de
esta forma en uno de los mecanismos iniciales de la inflamacion.?’

2.6 Radicales libres

Son aquellas moléculas que en su estructura atomica presentan un electrén
desapareado o impar en el orbital externo, esta configuracion espacial les hace
muy inestable, extraordinariamente reactivos y de vida efimera, con una enorme
capacidad para combinarse con la mayoria de las biomoléculas celulares
(carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos) provocando un gran dafio en
ellas y en las membranas celulares, ademas cumplen numerosas funciones
utles en el organismo (de hecho, nuestro propio cuerpo los fabrica en
cantidades moderadas para luchar, por ejemplo, contra las infecciones), pero en
cantidades excesivas tienen el potencial de dafar nuestras células y el material
genético alli contenido. Los principales radicales libres que se originan son los
derivados de la respiracion aerobia y se denominan especies reactivas de
oxigeno (ROS), cuya principal fuente son las mitocondrias, los lisosomas, los
peroxisomas, la membrana nuclear, citopladsmica y del reticulo endoplasmatico,

lo cual puede conducir a mutacién y muerte celular.?®
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Ciertos compuestos quimicos ingeridos en la dieta, diversas sustancias toxicas
(humo del cigarrillo), radiaciones electromagnéticas, ozono y algunos
medicamentos pueden ejercer su accién nociva en el organismo a través de la
generacion de radicales libres.29

2.6.1 Formacioén de los radicales libres

a) Fuentes endégenas: Los radicales libres son elaborados continuamente
como un producto del metabolismo normal de cada célula e inactivados por un
conjunto de mecanismos (unos enzimaticos y otros de atrapamiento). Al elevarse
las concentraciones fisiologicas de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
pueden acarrear importantes alteraciones funcionales.®

b) Fuentes exdgenas: los radicales libres se producen como respuesta a la:
Contaminacién ambiental, radiaciéon ionizante, luz ultravicleta, ciertas drogas,
toxinas flngicas, pesticidas o xenobiéticos, reactivos, solventes industriales,
componentes del tabaco, hiperoxia, algunas enfermedades como: diabetes,
procesos inflamatorios, fenémenos de isquemia.®

2.6.2 Especies reactivas del oxigeno (ERO)

Son moléculas muy reactivas, tienen una vida media corta, por lo que actian
cercano al sitio en que se forman, Su gran reactividad se debe a que poseen
electrones desapareados que les hace reaccionar con otras moléculas organicas
en procesos de 6xido-reduccion.

Las principales especies reactivas del oxigeno son:

Radical hidroxilo (HO®)

Peréxido de hidrégeno (H20z)

Anion superdxido (O°,)

Oxigeno singlete (0,)

Peroxido (RO0O°)3!
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2.6.3 Estrés oxidativo

Es el desbalance entre la produccion de ERO y la defensa antioxidante que
provoca un dafio organico conocido como estrés oxidativo, que lleva a una
variedad de cambios fisioldgicos y bioquimicos que ocasionan el deterioro y
muerte celular.?®

2.6.4 Sistema de proteccion antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que retrasan la oxidacion de otras moléculas
mediante la inhibicion de la propagacion de la reaccion de oxidacion. El
antioxidante al reaccionar con el radical libre cede un electrén, se oxida y se
transforma en un radical fibre débil no toxico.*

2.6.5 Clasificacion de los antioxidantes

¢ Exoégenos: vitamina E, vitamina C, Beta caroteno, Compuestos fendlicos.

« Endégenos: glutation, Coenzima Q, Acido tioctico.

e Cofactores: cobre, Zinc, Manganeso, Hierro, Selenio.?®
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lil. MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacion del trabajo de investigacion
El presente trabajo de Investigacion se llevé a cabo en los Laboratorios de
Farmacognosia y Farmacologia del Area académica de Farmacia de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga,
durante los meses de octubre del 2012 a marzo del 2013.
3.2 Definicion de la poblacion y muestra
Poblacion: hojas de Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob. “marmaquilla”
del distrito de Quinua, provincia de Huamanga, departamento Ayacucho.
Muestra: Un kg de hojas secas de Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob
“marmagquilla”.
3.3 Material biologico
Estuvo conformado por 25 ratas albinas hembras de la cepa Holtzman, de un
peso aproximado de 180 a 200 g (Anexo 2), que fueron adquiridas con una
semana de anticipacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, los cuales
fueron alimentados con alimento balanceado y agua.
3.4 Diseiio metodolégico para la recoleccion de datos
3.4.1 Recoleccion de la muestra
Se procedié a recolectar las hojas frescas (Anexo 4), para luego lavarios con la

finalidad de eliminar los componentes de contaminacién, después se procedio al
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secado a medio ambiente durante siete dias, después se tritur6 con un molino;

una parte de la planta con hojas y flor estuvo utilizada para Ia identificacion

taxonémica en el Laboratorio de la Facultad de Ciencias Biol6gicas.

3.4.2 Preparacion del extracto etandlico

Un kg de muestra seca y molida se macer6 en frascos de color ambar por un

periodo de una semana en nueve litros de alcohol de 96° cuyo volumen cubri6 la

muestra. Durante el proceso se agit6 mecanicamente el frasco para que el

alcohol se distribuya homogéneamente en la muestra. Luego se procedid a

filtrar, concentrar en un rotavapor y luego en una estufa a 40°C, hasta obtener un

extracto seco (Anexo 5).

3.4.3 Tamizaje fitoquimico

La identificacion cualitativa de los principales' grupos de metabolitos secundarios

se realiz6 mediante ensayos de coloracién y precipitacién  (Anexo 6).

3.4.4 Extraccion de los compuestos fendlicos

El extracto etandlico seco se reconstituyé con agua destilada y se traté con 300

mi de éter de petrdleo con la finalidad de eliminar grasas, ceras, pigmentos y

otros metabolitos que puedan interferir con la extraccion de los compuestos

fendlicos. La extraccion liquido-liquido se realizé con 300 mi de acetato de etilo

en un embudo de separacion, para recuperar finalmente la fraccién de acetato

de etilo donde se encuentra los compuestos fenélicos 2 (Anexo 7).

3.4.5 Identificacion de compuestos fendlicos

Pruebas cualitativas.

e Reactivo de cloruro férrico: Se afadié unas gotas de cloruro férrico, sobre la
fraccion de acetato de etilo.

e DPPH 2 mg%

« Permanganato de potasio (Anexo 8).
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Cromatografia en capa fina (CCF)

Sistema cromatografico:

Fase estacionaria: Placa cromatografica 20 x 20 conteniendo Silicagel G 254

(Merck)

Fase movil: Butanol: acido acético: agua (4:1.5)

Volumen de inyeccién: 20 pl

Revelador: Luz ultravioleta, cloruro férrico y DPPH.

La fraccién de acetato de etilo se disolvié en 0,5 mi de metanol y mediante un

capilar de vidrio, se aplic6 en la parte inferior de la placa cromatografica

previamente activada (fase estacionaria), se colocé la placa de CCF en la

camara teniendo cuidado que el solvente butanol: acido acético: agua (4:1:5) no

sobrepase a la muestra aplicada y dejandose que el liquido ascienda por

capilaridad. Posteriormente se procedié a sacar la placa cromatografica teniendo

en cuenta que el solvente haya llegado hasta los 2 cm de la parte superior de la

placa, se dej6 secar la placa de CCF al aire libre y se observé en la lampara UV

CAMAG (Anexo N° 9), finalmente se reveld con cloruro férrico al 1% y bPPH y

se observé la presencia de manchas (Anexo 10).

3.4.6 Aislamiento de compuestos fendlicos

Sistema cromatografico:

s Fase estacionaria: Placa cromatografica 20 x 5 conteniendo Silicagel G 254
(Merck)

¢ Fase movil: Butanol: acido acético: agua (4:1:5)

La siembra de la fraccion de acetato de etilo se realizé en bandas con el

proposito de aislar los compuestos fendlicos, los cuales se evidenciaron en la luz

ultravioleta. Estas bandas fueron recuperados, disueltos en metanol y filtrados,

obteniéndose tres bandas.
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Pruebas espectrales

Las bandas obtenidas fueron leidas en el espectrofotometro ultravioleta

GENESYS 6, en el rango de 200 a 500 nm, registrandose los maximos picos de

absorcion.

3.5 Ensayos biolégicos

3.5.1 Determinacion de la actividad antiinflamatoria

Método del edema plantar inducida por carragenina

Fundamento: Consiste en la administracion subcutanea de una speudosolucion

de carragenina, extraida de las algas marinas Chondrus crispus a nivel de la

aponeurosis plantar de la rata, provocando una reaccién de caracter inflamatoria
agudo mediado por la liberacion de diversos autacoides genefando edema,
eritema, dalor."

Procedimiento:

¢ Preparacion de la muestra: Se diluyé 2 g de los compuestos fendlicos en
100 mi de carboximetilcelulosa al 0,1%, obteniéndose una concentracion al
2%.

e Preparacion de carragenina: La suspension de carragenina al 1%
(Laboratorios SIGMA), fue preparado por disolucién de 1 g de carragenina
en 100 ml de solucién salina estéril (0,9 % NaCl).

» Preparacion de estandar. Se diluy6 tres tabletas de diclofenaco (150 mg) en
50 mi de solucion salina estéril (0,9 % NaCl).

o Las 25 ratas fueron divididos en 5 grupos: primer grupo (blanco), segundo
grupo (estandar), tercer grupo, cuarto grupo y quinto grupo (compuestos
fendlicos). los cuales estuvieron en ayunas previo al experimento.

e Cada rata fue marcada con plumén marcador.
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s la administracion de la muestra problema y el estandar fue por via oral a
través de una sonda adaptada por un medidor de volumen.

» A todos los grupos se le administré6 0,1 mi de carragenina, después de 30
minutos de administrar la muestra y el estandar en el tejido subplantar de la
pata posterior derecha de la rata.

o La medicién del volumen de la pata se realizé utilizando un pletismémetro
desde el tiempo cero y cada 30 minutos hasta 5 horas.

Técnicas de medicion:

s  Preparar el pletismémetro manual.

» Enrazar con agua a la altura de la marca de la jeringa.

» Sumergir la pata inflamada en la jeringa hasta coincidir con la marca de la
pata y la jeringa superior.

» Retirar el animal y medir el volumen desplazado en la jeringa inferior.

El célculo del porcentaje de inflamacion se realizé con la siguiente formula:

Vt-=Vo0
x 100

% de inflamacion =

Doénde:
V; = Volumen de la pata inflamada en un tiempo “X”
V, = Volumen de la pata normal.
Diseno experimental
Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en 5 grupos de 5 ratas, y
tratados vfa oral de la siguiente manera:
 Grupo I: Blanco, al cual se le administré6 carboximetilcelulosa al 0,1% y 30
minutos después se inyectd carragenina (0,1 mi) al 1%.
. Gfupo Ii: Control, al cual se le administré diclofenaco 20 mg/kg y 30 minutos

después se inyecté 0,1 mi de carragenina 1%.
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e Grupo [ll, IV, V: Se administr6 100 mg/kg, 200 mg/kg y 400 mg/kg de los
compuestos fendlicos en carboximetilcelulosa al 0,1% y 30 minutos después
se les inyectd 0,1 ml de carragenina al 1%.
3.5.2 Método de la capacidad secuestradora del radical DPPH
Fundamento: El radical libre y estable DPPH, es una sustancia que mide la
capacldad de secuestro de cualquier compuesto con actividad antioxidativa. Se
caracteriza como un radical libre estable en virtud de la deslocalizacion del
electrén libre en toda la molécula, de manera que las moléculas no dimerisen,
como en el caso de la mayoria de otros radicales libres. La deslocalizacion
también da lugar a un color violeta oscuro, que se caracteriza por una banda de
absorcién en solucion de etanol a aproximadamente 520 nm. Cuando una
solucién de DPPH se mezcla con la de una sustancia que puede donar un atomo
de hidrégeno, entonces esto da lugar a la forma reducida con la pérdida de este

color violeta.?

N )
o NH o
N + A-H —_— + A
ON NO ON NO,
2 2
NO,
NO, DPPH
DPPH amarillo
violeta

Figura 6. Reacciéon de reduccién del DPPH*
Procedimiento:
Para el ensayo se utilizé lo siguiente:

* Una solucion metandlica de DPPH de 20 ug/l.
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* Una solucion metandlica del extracfo a una concentracion de 300 pg/mi
(solucion A)

e Una solucion blanco de metanol: agua (2:1) para ajustar el
espectrofotometro a cero.

e Un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra (solucion A) mas 1,5 mi de
metanol.

» Un patrén de referencia con 1,5 mi de DPPH mas 0,75 mi de agua destilada.

. La muestra, con 0,75 mi de solucion A y 1,5 mi de DPPH obteniéndose una
solucion final de 100 ug/ml.

* Inmediatamente se dejo a temperatura ambiente por 5 minutos y se realizé
la lectura de la absorbancia a 517 nm en el espectrofotometro.

o Se diluyé la solucion A (2) con metanol en una proporcion de 1:1 para
obtener una solucion final de 50 pg/mi (solucion B) y luego en una
proporcion de 1:9, para obtener una concentracion final de 10 pg/ml
(solucion C).

s Con la solucion B y C se procedio igual que el anterior.

» Para la comparacion, el estandar Vitamina C y acido caféico, se prepard
siguiendo el mismo procedimiento que conlleva a lograr concentraciones de
100 pg/ml, 50 pg/ml y 10 pg/ml.

Para los calculos del porcentaje de actividad antioxidante se empled la siguiente

formula: |

Ac—(Am—Ab)
= X

Ac 100

AA%

Daénde:
AA%: porcentaje de actividad antioxidante.

Ac: Absorbancia del DPPH.
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Am; Absorbancia de la muestra.

Ab; Absorbancia del blanco.

3.6 Analisis de datos

Para la actividad antiinflamaforia, se analizaron los datos de volumen de
inflamacioén, hallando la media de cada uno de los tratamientos y la desviacion
estandar; y se representd en forma de un grafico de barras de error. Las
diferencias entre las medias se evaluaron mediante el analisis de varianza y la
prueba complementaria de Tukey al 95% de confianza.

Los resultados de la actividad antioxidante se representaron en forma de graficos
en funcion de las medias. Las diferencias entre las medias fueron contrastadas
mediante el Analisis de Varianza Factorial (ANOVA) a un nivel de confianza del

95% (p<0,05).
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Metabolitos secundarios del extracto etandlico

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones
secundarios

Azicares Benedict ++ Precipitado rojo

reductores

Catequinas Catequina +++ Mancha verde carmelita a luz
uv

Lactonas y/o Baljet +++ Precipitado rojo

cumarinas

Flavonoides Shinoda ++ Fase amilica de color rojo
intenso

Fenoles y/o taninos  Cloruro férrico +4++ Coloracion verde intensa

Triterpenos y/o Liebermann- ++ Coloracion verde oscura

esteroides Burchard

Leyenda:

+) :Leve

(++) : Moderada

(+++) :Abundante
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Tabla 2. Caracteristicas quimicas de los compuestos fenélicos

Caracteristicas
.. Prueba de Prueba de

Fraccion  "Coci,5%  kmno,  DPPH

FeCl; KMnO, DPPH
Acetato +++ +++ +++ d d |
de etilo verae ecolora,  jecolora

OSCUro precipita

Leyenda:
(+) :lLeve

(++) :Moderada
(+++) :Abundante
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Tabla 3. Caracteristicas cromatograficas de los compuestos fendlicos

Fraccion Revelador
Fluorescencia FeCl; DPPH
celeste marron Amarillo
Acetato de etilo
azul marron Amarillo
Verde-limon marron Amarillo
Ac. Caféico celeste marron Amarillo
Quercetina amarillo marrén Amarillo
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Tabla 4. Caracteristicas espectrales de los compuestos fendlicos

Fraccion Sub-fracciones

Ultravioleta (nm)

F1(celeste)
Acetato de etilo

F2 (azul)

F3 (verde limén)

270 nm.

280 nm y 330 nm

285 nm y 330 nm

Estandar acido benzoico

230 nm y 270 nm

Estandar acido tanico

220 nm y 272 nm

28
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Figura 7. Volumen de inflamacion en funcién del tiempo
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Volumen de inflamacion (ml)
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Figura 9. Volumen de inflamacién segun tratamientos
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Inflamacién (%)
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Figura 10. Porcentaje de inflamacién segun tratamientos
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V. DISCUSION

El organismo humano bajo condiciones normales y ambientales produce
sustancias quimicamente inestables llamadas radicales. Estos pueden producir
daros oxidativos en diversas macromoléculas biolégicas, lo que puede propiciar
el inicio de enfermedades degenerativas como: cancer, inflamacion, cardiopatias
cataratas, etc. Por lo que se ha generado un gran interés hacia el papel que
ejercen los antioxidantes.®

Para la extraccion de los compuestos fendlicos, se utiliza una secuencia de
disolventes con polaridad divergente® De esta manera, se procedié a la
extraccion de los compuestos fendlicos con diferentes solventes, primeramente
con etanol para extraccion de los metabolitos secundarios presentes en la
planta, segundo con el éter de petréleo para poder eliminar las resinas y grasas
del extracto, después se extrajo con acetato de etilo para extraer los compuestos
fendlicos 2 (Anexo 7).

En el tamizaje fitoquimico del extracto etandlico desarrollado segun la técnica de
Lock de Ugaz* y Miranda y Cuellar®® se reporta la presencia de los metabolitos
secundarios como: azucares reductores, catequinas, lactonas y/o cumarinas,
flavonoides, fenoles y/o taninos, triterpenos y/o esteroides (Tabla 1 y Anexo 6), lo
cual coincide con un reporte anterior.” Por lo que asumimos que la presencia de

estos metabolitos secundarios podria explicar su accion farmacologica y justificar
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el empleo de la planta en el tratamiento antinflamatoria y antioxidante. Los
metabolitos secundarios encontrados en abundancia fueron: catequinas,
cumarinas y fenoles y/o taninos, los compuestos fendlicos pueden ser
detectados por el intenso color verde, azul o negro que producen cuando se le
agrega el cloruro férrico al 5%."* En la prueba de catequina se evidencia por la
fluorescencia verde a la luz UV, asi mismo en la prueba de Baljet para identificar
cumarinas dan un precipitado de color rojo y en concentraciones moderadas se
identificé flavonoides, azicares reductores y triterpenos y/o esteroides, con la
reaccién de Shinoda el cambio de color de amarillo a roja indica la presencia de
flavonas y flavonoles, color rojo presencia de flavanonas." En la prueba de
Benedict para los azicares reductores dan un precipitado de color rojo ladriiio,
en la prueba de Liebermann-Burchad para los triterpenos y/o esteroides dan un
color verde oSscuro.

En las pruébas quimicas realizadas de los compuestos fendlicos aislados (Tabla
2 y Anexo 8), fueron diferenciadas por las pruebas de cloruro férrico al 5%, Con‘
KMnO, y DPPH, en la prueba quimica con FeCl; al 5 % se produjo un color verde
oscuro identificandose presencia de grupos fendlicos en abundante
concentracion. La prueba quimica con KMnO, produce un cambio de coloracion
y un precipitado intenso, este cambio de coldracién del KMnO, se debe a que
ésta se reduce debido a la accién de los compuestos.® En la prueba quimica con
DPPH se observa la decoloracion del radical libre, debido a que el radical libre
tiene un electron desapareado y es de color violeta decolorandose a amarillo
cuando reacciona con los compuestos fendlicos que pueden donar un atomo de
hidrogeno.®” ® Dado que todas las reacciones son positivas podemos afirmar
que los compuestos fendlicos de las hojas de Ageratina sternbergiana tienen

propiedades antiinflamatoria y antioxidante.
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En la Tabla 3 y Anexo 9, se observa la presencia de fluorescencias de color
celeste, azul y verde-limdn a la luz del espectro ultravioleta, de lo cual se deduce
que se frata de tres compuestos fendlicos diferentes, cuando se revela a la
misma placa con cloruro férrico al 1 % y DPPH (Anexo 10), se observan
manchas de color marrén y amarillo a la luz visible. Estas fluorescencias de color
celeste, azul y verde a la luz UV indican que se trata de compuestos fendlicos. *
Estudios realizados de la Ageratina stembergiana determinaron la presencia de
una flavanona llamada sterbin (5,3\4!- trihidroxi- metoxi- flavanona), 5,3
dihidroxi-7 4! - dimetoxiflavanona y sakuranetina.®

Para la caracterizacion de los compuestos fendlicos se realizé con la
espectroscopia ultravioleta, lograndose separar de la fraccion de acetato de etilo
tres bandas (F1, F2 y F3) (Tabla 4 y Anexo 11). La fraccion F1 corresponde a un
compuesto fendlico con una fluorescencia celeste y muestra una absorbancia
maxima en el espectro ultravioleta a 270 nm, la fraccion F2 corresponde a un
compuesto fendlico con una fluorescencia azul y muestra una absorbancia
maxima en el espectro ultravioleta a 280 y 330 nm, la fraccion F3 corresponde a
otro compuesto fendlico con una fluorescencia verde-imén y muestra una
absorbancia maxima en el espectro ultravioleta a 285 y 330 nm (Anexo 12).

Los estandares utilizados fueron: Acido benzoico con una absorbancia maxima
en el espectro ultravioleta a 230 y 270 nm y acido tanico con una absorbancia
maxima en el espectro ultravioleta a 220 y 275 nm (Tabla 4 y Anexo 13), que son
similares a la absorbancia de la fracciéon F1. Por lo tanto podemos asumir que se
trata de un compuesto fendlico derivado del acido benzoico.

En un estudio realizado sobre Ageratina stembergiana se report6 la presencia
persicogenina (5,3' - dihidroxi, 7,4' - dimetoxi- flavona) con absorbancia en el
espectro UV a 292 y 332 nm y sterbina (5,3‘,4'-trihidroxi, 7-metoxi-flavanona),

con absorbancia en el espectro UV a 280 y 330 nm.® Todos estos datos son
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similares a los reportados en el presente trabajo por lo tanto podemos asumir
que los compuestos fendlicos aislados podrian corresponder a la persicogenina,
sterbina y un derivado del acido benzoico.

El mayor efecto de la carragenina se obtiene a las tres horas después de su

inyeccién.®

siendo comprobada en la presente investigacion ya que en la
induccion de edema por carragenina hay un incremento progresivo durante las
tres primeras horas con un porcentaje de inflamacion de 66,92 %, a partir de
ésta hay una disminucion de la inflamacion (Figura 8).

En la Figura 7, se muestra la variacion del volumen de inflamacion de los
compuestos fendlicos en funcién del tiempo y en la Figura 8, se observa el
porcentaje de la inflamacioén, donde se aprecia que el diclofenaco 20 mg/kg
(estandar) presenta una menor curva seguida de la dosis de 400 mg/kg, 200
mg/kg, 100 mg/kg y por ultimo el blanco. Debido a que los compuestos fendlicos
presentes en esta especie vegetal a las diferentes dosis si posee efecto
antiinflamatorio, esta propiedad se debe a su accidén antioxidante y a su habilidad
de actuar contra la histamina y otros mediadores de la inflamacbn.*® ***? En un
estudio de la actividad antinflamatoria de esta especie, la dosis de 200 mg/kg
tiene una mejor respuesta en comparacion con las demas dosis de 50 mg/kg,
100 mg/kg y la indometacina.’

En la Figura 9, se muestra la variacion del volumen de inflamaciéon segun los
tratamientos, en donde se puede apreciar que la dosis de 400 mg/kg tiene un
comportamiento similar al diclofenaco en su capacidad para disminuir la
inflamacion ,iﬁducida por carragenina, debido a que estos compuestos ejercen
accion antiinflamatoria al inhibir las actividades enzimaticas del metabolismo del
acido araquiddnico por la via de 5-lipoxigenenasa y ciclooxigenasa.™

En la Figura 10 y Anexo 15, se observa que la dosis de 400 mg/kg comparado

con el estandar (diclofenaco), poseen un comportamiento similar con un
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porcentaje de inflamacion de 6,764% y 9,526%. Del analisis estadistico, (Anexo
16), se demuestra que existe diferencia significativa en los diferentes
tratamientos evidenciandose de esta manera que existe efecto antiinflamatorio
en los grupos que recibieron los compuestos fendlicos respecto al control y en la
prueba de Tukey (Anexo 17), se demuestra que la dosis de 200 mg/kg y 100
mg/kg son similares pero ain no se comparan estadisticamente al estandar
(diclofenaco). Asimismo se observa que la dosis de 400 mg/kg y el estandar
(diclofenaco), estadisticamente poseen el mismo comportamiento farmacolégico.
En la Figura 11 y Anexo 18, se muestra que los compuestos fendlicos aislados
de las hojas de Ageratina stermbergiana demostraron tener actividad antioxidante
al captar los radicales libres DPPH. Esta capacidad antioxidante de estos
compuestos se debe principalmente a sus propiedades redox, el cual les permite
actuar como agente reductora donante de hidrogeno, desactivédores de
hidrogeno singlete o quelantes de metales, ademas depende de su estructura
individual y del nimero de hidroxilos sustituyentes.®®- 3

La concentracion de 10 ug/ml tuvo una actividad antioxidante del 54,39 %, los de
50 pg/ml en un 95,17 % y los de 100 pg/mi en 96,68 %, y los estandares acido
caféico y acido ascorbico en 97,2 % y 97,61%. Si comparamos los porcentajes
de captacion de radicales libres de los estandares con los compuestos fendlico
aislados podemos decir que las concentraciones de 50 ug/mi y 100 ug/ml de
compuestos fendlicos tiene una actividad antioxidante ligeramente inferior a los
estandares. La capacidad antioxidante de los compuestos fenélicos depende de
su estructura molecular, la cual influye en la facilidad con la que un atomo de
hidrogeno de un grupo hidroxilo aromatico puede ser donado a un radical libre y
en la habilidad de un fenol de soportar un electron no apareado.** La vitamina C

es un poderoso antioxidante hidrosoluble, inhibe la oxidacion de los lipidos,

38



actia contra las enfermedades cardiacas, cancer y ofros trastornos
degenerativos.®

En el analisis de varianza factorial demuestra que existe diferencia estadistica
entre la actividad secuestradora de los compuestos fendlicos, acido caféico y
acido ascérbico (Anexo 19).

Con estos resultados obtenidos en el presente trabajo podemos afirmar que los
compuestos fendlicos aislados de las hojas de Ageratina sternbergiana (DC)

King & Rob “marmaquilla” tiene actividad antiinflamatoria y antioxidante.
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VL. CONCLUSIONES
Los compuestos fendlicos aislados de las hojas Ageratina stembergiana
(DC) King & Rob “marmaquilla“ tienen actividad antiinflamatoria vy
antioxidante.
El extracto etandlico de las hojas Ageratina stembergiana (DC) King & Rob
“marmagquilla®, presenta metabolitos secundarios como son: azicares
reductores, catequina, cumarinas, flavonoides, fenoles y taninos vy
triterpenos y/o esteroides.
Se aislaron tres compuestos fendlicos (dos flavonoides y un derivado del
acido benzoico) de las hojas Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob
“marmaquilla“.
La dosis de 400 mg/kg de los compuestos fendlicos tuvo mayor actividad
antiinflamatorio entre las dosis evaluadas y similar efecto antiinflamatorio
que el diclofenaco.
Los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Ageratina stembergiana
(DC) King & Rob “marmaquilla® tienen actividad antioxidante sobre los

radicales libres del DPPH.
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VIl. RECOMENDACIONES
Proseguir con el estudio de la actividad antiinflamatoria y antioxidante de los
compuestos fendlicos aislados de las hojas de Ageratina stembergiana
(DC) King & Rob “marmaquilia” cuantificando cada uno de los componentes
por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
Realizar estudios de formulacién de los compuestos fenélicos en distintas
presentaciones para su empleo como antiinflamatorio y antioxidante.
Realizar estudios de toxicidad de las hojas de Ageratina stembergiana (DC)

King & Rob “marmaquilla”.
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Anexo 1

Tabla 5. Certificado de identificacion taxonémica

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Elva Carina, CORONADO
BENDEZU, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de
tesis.

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

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Ageratina

ESPECIE : Ageratina sternbergiana (DC) King& Rob..
N.V. : “marmaquilla®

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

Ayacucho, 20 de Noviembre del 2012
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Anexo 2
Tabla 6. Certificado sanitario del material biolégico

OB VULT
b

Vicerrectorado de Investigacion

UNIVERSIDAD PERUANA
CAYETANOG HEREDIA

CERTIFICADO

San Martin de Porres, 13 de Diciembre del 2012

Mediante ia Presente se certlifica que las 25 ratas albinas de la cepa
Holtzman, de sexo hembra, edad adulta y pesos entre 180 a 200 gramos
adquiridas por la Srta. Elva Carina Coronado Bendezd, estan en perfecto estado
sanitario y fisiologico, para ser utilizados en cualquier protocolo Biomédico.

Atentamente

%7 Fernando Benavides M.
Jefe de Bioterio-LID

Vicerrectorado de Investigacion-UPCH

Av Honorio Delgado 430 - Lima 31 Apido, Postal 4314 - Liva 100
Telel: (51-1) 482-1524 Fax: {51-1)319-0004
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Anexo 3

Un kg de hojas secas de Ageratina
sternbergiana “marmagquilla”

Maceracion por 7 dias en etanol al 96%

Extracto

Etandlico

l

Marcha
Fitoquimica

Suspension en H2O destilada
Desengrasado con
Eter de Petréleo

!

Fraccion Etérea

Fraccidon acetato de etilo
COMPUESTOSFENOLICOS

}

Fraccion desengrasada

Extraccién
Acetato de Etilo

con

[
|

|

Fraccion Acuosa

l

Ensayos quimicos

L] KMnO;
e FeCls
e DPPH
Ensayos cromatogréficas
« CCF

. Espectm w

|

Actividad

antiinflamatoria

Actividad
antioxidante

Figura 12. Flujograma en obtencién de los compuestos fenélicos
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Anexo4

Figura 13. Recoleccion de Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob
“marmagquilla”
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Anexo 5

Figura 14. Equipo de rotavapor para la concentracion del extracto etandlico
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Anexo 6
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Figura 15. Tubos de ensayo del tamizaje fitoquimico y reaccion de Shinoda del
extracto etanélico
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Anexo 7

Figura 16. Equipo de extraccién liquido— liquido
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Anexo 8

Figura 17. Pruebas quimicas de los compuestos fendlicos aislados

54



Anexo 9

Figura 18. Cromatografia en capa fina de los compuestos fendlicos aislados (1),
quercetina () y acido caféico (lif) revelados con luz ultravioleta
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Anexo 10

Figura 19. Cromatografia en capa fina de los compuestos fendlicos, revelados
con cloruro férrico al 5% (1) y DPPH (ll)
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Anexo 11

Figura 20. Cromatografia en capa fina preparativa y recuperacion de fracciones
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Anexo 12
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Figura 21. Curva espectral de las fracciones F1, F2, F3 aislados

58



Anexo 13

[—— contoldsp cdo beszoio

Figura 22. Curva espectral de los estandares acido benzoico y acido tanico

59



Anexo 14

Figura 23. Evaluacion de fa actividad antiinflamatoria
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Anexo 15
Tabla 7. Parcentaje de inflamacion de los compuestos fendlicos

\ % inflamacién

Carragenina 46,416 100,00
Diclofenaco 6,764 14 57

100 mg/kg 30,50 65,71

200 mg/kg 23,25 50,09

400 ma/kg 9,526 20,52
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Anexo 16

Tabla 8. Analisis de varianza del volumen de inflamacion

Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 2,504 4 0,626 14,238 0,000
Intra-grupos 2,198 50 0,044
Total 4702
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Anexo 17
Tabla 8. Prueba de Tukey del porcentaje de inflamacion

Tratamientos N Subconijunto para alfa = 0.05
1 2 3
Estandar (diclofenaco 20 mg/kg) 5 6.7640
C.F. 400 mg/kg 5 9,5260
C.F. 200 mg/kg 5 23,2500
C.F. 100 mg/kg 5 30,5000
Blanco | 5 46,4160
Sig. 0,955 0,386 1,000

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

a. Usa el tamafio muestral de la media atmobnica = 5,000.
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Anexo 18
Tabla 10. Porcentaje de la actividad secuestradora del DPPH segun tratamientos

Estandares

Repeticiones Acido caféico Vitamina C Compuestos fendlicos
100 50 10 100 50 10 100 50 10
pg/m pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/mi

1 9729 9729 9729 9729 9746 9729 967 9475 5507

2 9729 9729 9712 9763 9763 97,80 496,5 9447 5553

3 9666 9746 9712 9763 9797 9780 966,7 9529 55,07

Promedio 97,08 9734 9718 9751 9768 97,63 964,6 95,17 5439
DE 0,36 0,10 0,10 0,20 0,26 0,29 0?1 0,38 0,31




Anexo 19

Tabla 11. Andlisis de varianza del porcentaje de la actividad secuestradora del
DPPH

Método unico

Suma de Gl Media . F Sig
cuadrados cuadratica
Captacion Covariables Concentracion 864,448 1 864,448 7927 0,10
de (pg/mi)
radical
libre(%) '
Efectos Tratamientos 1379,609 2 689,804 6,326 0,006
principales
Modelo 2244057 3 1748,019 | 6,860 0,002
Residual 2508,054 23 109,046
Total 4752,111 26 182,774

a. Actividad secuestradora del DPPH (%) por tratamientos con concentracion (ug/mi)
b. Todos los efectos introducidos simultaneamente
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Actividad antiinflamatoria y antioxidante de los
compuestos fenolicos aislados de las hojas de Ageratina
sternbergiana (DC) King & Rob “marmaquilla”.
Ayacucho —2012.

Elva Carina Coronado Bendezi', Enrique Aguilar Felices'
"Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

RESUMEN

Los compuestos fenolicos tienen propiedades bioldgicas como antiinflamatorias y antioxidantes y se
encuentran ampliamente distribuidas en muchas especies vegetales. El presente trabajo de investigacion se
realizo con la finalidad de determinar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de los compuestos fenolicos
aislados de las hojas de Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob “marmaquilla”, durante los meses de
octubre del 2012 a marzo del 2013. La muestra fue recolectada en el distrito de Quinua, provincia de
Huamanga, departamento de Ayacucho, obteniéndose los compuestos fendlicos a partir de un extracto
etanodlico, con solventes de diferente polaridad, realizindose su identificacién mediante ensayos cualitativos,
cromatogrificas y espectrales. La actividad antiinflamatoria se realiz6 mediante €] método del edema plantar
inducido por carragenina.' Para esta prueba se utilizaron 25 ratas hembras de un peso promedio entre 180 a
200 g que fueron divididos en cinco grupos al azar, a las cuales se les administraron los compuestos fendlicos
a la dosis de 100 mg/kg; 200 mg/kg y 400 mg/kg, disueltas en carboximetilcelulosa; se utiliz6 como blanco
(carboximetilcelulosa) y estdndar (diclofenaco) y la actividad antioxidante se realizd por el método de
secuestramiento del radical libre DPPH? Se identifico la presencia de aziicares reductores, catequinas,
lactonas y/o cumarinas, flavonoides, fenoles y/o taninos, triterpenos y/o esteroides. Los compuestos fenolicos
fueron caracterizados como derivados del dcido benzoico y dos flavonoides. A la dosis de 400 mg/kg se
obtuvo un menor porcentaje de inflamacion (9,53%), cercano al diclofenaco (6,76%); mientras que la
actividad antioxidante fue de 96,68% a la concentracién de 100 pg/ml, comparable al acido caféico (97,08%)
y el 4cido ascorbico (97,51%). Se concluye que los compuestos fendlicos aislados tienen actividad
antiinflamatoria y antioxidante.

Palabras clave: Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob, compuestos fenolicos, antiinflamatorio,
antioxidante

SUMMARY

Phenolic compounds have biological properties such as anti-inflammatory and antioxidants and are widely
distributed in many plant species. This research work was conducted in order to determine the anti-
inflammatory and antioxidant activity of the phenolic compounds isolated from the leaves of Ageratina
sternbergiana (DC) King & Rob “marmaquilla” during the months of October 2012 to March 2013. The
sample was collected in the district of Quinua, Huamanga province, department of Ayacucho, phenolic
compounds obtained from an ethanol extract with solvents of different polarity, performing qualitative
identification by tests, chromatographic and spectral. Anti-inflammatory activity was performed using the
method carragenina.' Induced edema were used for this test 25 female rats weighing an average of 180 to 200
g were divided at random into five groups to which the compounds were administered phenolic dose of 100
mg/kg, 200 mgkg and 400 mg/kg, dissolved in carboxymethylcellulose, was used as blank
(carboxymethylcellulose) and standard (diclofenac) and antioxidant activity was performed by the method of
free radical sequestration DPPH.?> Was identified the presence ofreducing sugars, catechins, lactones and/or
coumarins, flavonoids, phenols and/or tannins, triterpenes and/or steroids. Phenolic compounds were
characterized as derivatives of benzoic acid and two flavonoids. A dose of 400 mg/kg was obtained the
lowest percentage of swelling (9,53%), close to diclofenac (6,76%) whereas the antioxidant activity was
96,68 % at the concentration of 100 pug/ml, comparable to caffeic acid (97,08%) and ascorbic acid (97,51%).
We conclude that the isolated phenolic compounds have anti-inflammatory and antioxidant activity.

Key words: Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob, phenolic compounds, anti-inflammatory, antioxidant



INTRODUCCION

Hasta la actualidad la medicina tradicional ha

servido de generacidn en generacion, en el alivio
de un sinnimero de enfermedades. Dado que
nuestro pais posee una enorme diversidad de
plantas medicinales debido a sus diferentes
ecosistemas, representa en gran medida, una rica
fuente de alternativas de tratamiento de diversas
enfermedades.
Diferentes estudios han mostrado que los radicales
libres presentes en el organismo humano causan
dafio oxidativo a diferentes moléculas, tales como
lipidos, protefnas y 4cidos nucleicos y tiene que
ver en la iniciacion en algunas enfermedades
degenerativas.’ Las enfermedades que involucran
procesos inflamatorios presentan una alta
incidencia en la poblacién mundial, es por ello que
la busqueda de alternativas naturales de
tratamiento es un elemento importante en las
investigaciones médico-farmacéuticas, de manera
que puedan sustituirse o disminuir e] consumo de
los farmacos sintéticos y asi evitar Ja incidencia de
sus efectos adversos.*
Los compuestos fendlicos son constituyentes
importantes de la planta y les otorga multiples
efectos benéficos, estos compuestos presentan una
amplia gama de actividades biolégicas incluyendo la
actividad antiinflamatoria, antioxidante,
anticancerigena,  antihipertensiva y  efectos
protectores contra enfermedades cardiovasculares,
ademds pueden ejercer efectos antioxidantes como el
secuestro de radicales libres, donan moléculas de
hidrégeno, barren moléculas de superdxido, quelan
metales de transicién; todas estas propiedades se
deben principalmente al grupo hidroxilo presente en
su anillo estructural.’ La accién antiinflamatoria de
los compuestos fendlicos se debe a que estos actian
por la via S-lipoxigenasa e  inhiben
fundamentalmente la via de ciclooxigenasa.®
La especie Ageratina sternbergiana es nativa de
los andes con propiedades farmacoldgicas y
representa una gran alternativa para la prevencion
de algunas enfermedades como problemas renales,
inflamatorias, digestivos, dolor de cabeza, etc. © Esta
especie contiene compuestos fendlicos, ’ y una nueva
flavanona Illamada stemmbin (5,3', 4'-trihidroxi-
7methoxy-flavanona).®
Por todas estas consideraciones, el propésito fue
conocer la actividad antiinflamatoria y
antioxidante de los compuestos fendlicos aislados
de las hojas de Ageratina Sternbergiana (DC) King
& Rob “marmaquilla®, con los siguientes ob jetivos:
Objetivo General:
e Evaluar la actividad antiinflamatoria y
antioxidante de los compuestos fendlicos

aislados de las hojas de Ageratina
sternbergiana (DC) King & Rob
“marmagquilla“.

Objetivos Especificos:

o  Identificar los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de las hojas
de Ageratina sternbergiana (DC) King &
Rob “marmaquilla“.

e  Obtener los compuestos fendlicos de las
hojas de Ageratina sternbergiana (DC) King
& Rob “marmaquilla“.

e  Determinar la dosis con mayor actividad
antiinflamatoria entre las dosis evaluadas de
los compuestos fendlicos aislados de las
hojas de Ageratina sternbergiana (DC) King
& Rob “marmaquilia“.

o Evaluar la actividad antioxidante de los
compuestos fenélicos aislados de las hojas de
Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob
“marmaquilla® sobre los radicales libres de
DPPH.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del trabajo de investigacion

El presente trabajo de Investigacion se llevé a
cabo en los Laboratorios de Farmacognosia y
Farmacologia del Area académica de Farmacia de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad  Nacional San  Cristobal de
Huamanga, durante los meses de octubre del 2012
a marzo del 2013.

Definicién de lapoblacion y muestra

Poblacién hojas de Ageratina sternbergiana (DC)
King & Rob. “marmaquilla® del distrito de Quinua,
provincia de Huamanga, departamento Ayacucho.
Muestra. Un kg de hojas secas de Ageratina
sternbergiana (DC) King & Rob “marmaquilla“.

Material bioldgico

Estuvo conformado por 25 ratas albinas hembras
de la cepa Holtzman, de un peso aproximado de
180 a 200 g que fueron adquiridas con una semana
de anticipacion de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, los cuales fueron alimentados
con alimento balanceado y agua.

Disefio metodolégico para la recolecciéon de
datos

Recoleccién de la muestra

Se procedi6 a recolectar las hojas frescas, para
luego lavarlos con la finalidad de eliminar los
componentes de contaminacién, después se
procedio al secado a medio ambiente durante siete
dias, después se tritur6 con un molino; una parte
de la planta con hojas y flor estuvo utilizada para
la identificacion taxonémica en el Laboratorio de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas.

Preparacion del extracto etanélico
Un kg de muestra seca y molida se macerd en



frascos de color ambar por un perfodo de una
semana cn nueve litros de alcohol de  96° cuyo
volumen cubrio la muestra, Durante ¢} proceso se
agité mecanicamente ¢l frasco para que el alcohol
s¢ distribuya homogéneamente en Ja muestra,
Lucgo sc procedié a filtrar, concentrar ¢n un
rotavapor y luego en una cstufa a 40°C, hasta
obtener un extracto seco.

Tamizaje fitoquimico

La identificacion cualitativa de los principales
grupos de metabolitos secundarios se realizd
mediante ensayos de coloracién y precipitacion.”

Extraccion de los compuestos fendlicos

E} extracto etandlico seco sc reconstituy6 con agua
destilada y sc trato con 300 mi de éter de petroleo
con Ja finalidad de «climinar grasas, ceras,
pigmentos y otros metabolitos que puedan
interferir con la extraccién de los compuestos
fenolicos. La extraccion liquido-liquido se realizd
con 300 ml de acetato de ctilo en un embudo de
separacion, para recuperar finalmente la fraccion
de acetato de ctilo donde se encuentra los
compuestos fendlicos.’

Identificacion de compuestos fenolicos

Prucbas cualitativas.

- Reactivo de cloruro férrico: Se afiadié unas
gotas de cloruro férrico, sobre la fraccién de
acetato de etilo.

- DPPH2mg"%

- Permanganato de potasio.

Cromatografia en capa fina (CCF)

Sistema cromatografico:

e Fase cstacionaria: Placa cromatografica 20 x
20 conteniendo Silicagel G 254 (Merck)

o Fase movil: Butanol: &cido acético: agua
(4:1:9)
Volumen de inyeccion: 20 pl
Revelador: Luz ultravioleta, cloruro férrico y
DPPH.

Aislamiento de los compuestos fendlicos

* Fase estacionaria: Placa cromatogrifica 20 x 5
conteniendo Silicagel G 254 (Merck)

e Fase moévil: Butanol: &4cido acético: agua
(4:1:5)

e la siembra sc¢ realiz6 en bandas con el
propésito de aislar los compuestos fenélicos,
los cuales se cvidenciaron en Ja Juz
ultraviolcta. Estas bandas fueron recuperadas,
disueltas en metanol y filtrados, obteniéndose
tres bandas.

Pruebas espectrales
Las bandas obtenidas fueron lefdas en el
espectrof otoémetro ultravioleta GENESYS 6, en el

rango de 200 a 500 nm, registriandosc los maximos
picos de absorcion.

Determinacion de la actividad antiinflamatoria

Método del edema plantar inducida por
carragenina

Fundamento: Consiste en la administracién
subcutdneca de una speudosolucion de carragenina,
extrafida de las algas marinas Chondrus crispus a
nivel de la aponeurosis plantar de la rata,
provocando una reaccion de caracter inflamatoria

- agudo mediado por la liberacién de diversos

autacoides generando edema, eritema, dolor.!

Procedimicnto:

® Preparacion de la muestra: Se diluy6 2 g de los
compuestos fendlicos en 100 mi de
carboximetilcelulosa al 0,1%, obtcniéndose
una concentracion al 2%.

® Preparacién de carragenina: La suspension de
carragenina al 1% (Laboratorios SIGMA), fue
preparado por disolucion de 1 g de carragenina
en 100 mi de solucién salina estéril (0,9 %
NaCl).

e Preparacion de estdndar: Se diluy6 tres tabletas
de diclofenaco (150 mg) en 50 ml de soluci6n
salina estéril (0,9 % NaCl).

e Las 25 ratas fucron divididos en 5 grupos:
primer grupo (blanco), segundo grupo
(estandar), tercer grupo, cuarto grupo y quinto
grupo (compuestos fenodlicos). los cuales
estuvieron en ayunas previo al experimento.
Cada rata fue marcada con plumo6n marcador.
La administracion de la muestra problema y el
estandar fue por via oral a través de una sonda
adaptada por un medidor de volumen.

e A todos los grupos s¢ Je administr6é 0,1 ml de
carragenina, después de 30 minutos de
administrar Ja muestra y cl estandar en ¢l tejido
subplantar de la pata posterior derecha de la
rata.

¢ La medicién del volumen de Ja pata se realizé
utilizando un pletismometro desde ¢l tiempo
cero y cada 30 minutos hasta 5 horas.

El calculo del porcentaje de inflamacién se

realiz6 con la siguiente formula:

\ ., Vt-vo
%% de inflammacién = x 100

Donde:

V¢ = Volumen de la pata inflamada en un tiempo
‘(X”

V, = Volumen de la pata normal.

Disefio experimental

Los animales fucron distribuidos alcatoriamente
en 5 grupos de 5 ratas, y tratados via oral de la
siguiente manera: ’



e Grupo I: Blanco, al cual se le administro
carboximetilcelulosa al 0,1% y 30 minutos
después se inyect6 carragenina (0,1 ml) al 1%.

e Grupo II: Control, al cual se le administré
diclofenaco 20 mg/kg y 30 minutos después se
inyecté 0,1 mi de carragenina 1%.

e Grupo III, IV, V: Se administré 100 mg/kg,
200 mg/kg y 400 mg/kg de los compuestos
fendlicos en carboximetilcelulosa al 0,1% y 30
minutos después se les inyect6 0,1 mi de
carragenina al 1%.

Método de la capacidad secuestradora del
radical DPPH ;

Fundamento: El radical libre y estable DPPH, es
una sustancia que mide la capacidad de secuestro
de  cualquier compuesto con  actividad
antioxidativa. Se caracteriza como un radical libre
estable en virtud de la deslocalizacién del electron
libre en toda la molécula, de manera que las
moléculas no dimerisen, como en el caso de la
mayorfa de otros radicales libres. La
deslocalizacion también da lugar a un color violeta
oscuro, que se caracteriza por una banda de
absorcion  en  solucion de  etanol a
aproximadamente 520 nm. Cuando una solucién
de DPPH se mezcla con la de una sustancia que
puede donar un dtomo de hidrégeno, entonces esto
da Jugar a la forma reducida con la pérdida de este
color violeta.”

Procedimiento:

Para el ensayo se utiliz6 lo siguiente:

¢ Una solucién metanélica de DPPH de 20 pg/l.

e Una solucién metandlica del extracto a una
concentracion de 300 pg/mi (solucién A)

e Una solucion blanco de metanol: agua (2:1)
para ajustar el espectrofotémetro a cero.

e Un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra
(solucién A) més 1,5 mi de metanol.

e Un patr6n de referencia con 1,5 ml de DPPH
mas 0,75 ml de agua destilada.

e La muestra, con 0,75 mi de solucion A y 1,5
ml de DPPH obteniéndose una solucién final
de 100 pg/ml.

¢ Inmediatamente se dejé a temperatura
ambiente por 5 minutos y se realizé la lectura
de la absorbancia a 517 nm en el
espectrof otometro.

s Se diluy6 la solucién A (2) con metanol en una
proporcion de 1:1 para obtener una solucién
final de 50 pg/ml (solucién B) y luego en una
proporcion de 1:9, para obtener una
concentracion final de 10 pg/ml (solucién C).

e Con la solucién B y C se procedio igual que el
anterior.

e Para la comparacion, el estdndar Vitamina C y
acido caféico, se prepar6 siguiendo el mismo

procedimiento que conlleva a lograr
concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/ml y 10
ug/ml
Para los célculos del porcentaje de actividad
antioxidante se empled la siguiente férmula:

Ac—{Am-Ab)
AAY%= Ac X100

Dénde:

AA%: porcentaje de actividad antioxidante.
Ac: Absorbancia del DPPH.

Am: Absorbancia de la muestra.

Ab: Absorbancia del blanco

Andlisis de datos

Para la actividad antiinflamatoria, se analizaron
los datos de volumen de inflamacién, hallando Ia
media de cada uno de los tratamientos y la
desviacion estdndar; y se representé en forma de
un gréfico de barras de error. Las diferencias entre
las medias se evaluaron mediante el andlisis de
varianza y la prueba complementaria de Tukey al
95% de confianza.

Los resultados de la actividad antioxidante se
representaron en forma de graficos en funcién de
las medias. Las diferencias entre las medias fueron
contrastadas mediante el Analisis de Varianza
Factorial (ANOVA) a un nivel de confianza del
95% (p<0,05).

RESULTADOS
Tabla 1: Metabolitos secundarios del extracto
etandlico

Metabolitos Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Azyicares benedict ++ precipitado rojo
reductores
Catequil qui -+ mancha verde
carmelita 8 luz uv
Lactonas  y/o  baljet -+ precipitado rojpo
cumarinas
Flavonoides shinoda ++ fase amilica de color
rojo intenso
Fenoles y/o  cloruro ++ coloracion verde
taninos férmrico intensa
Triterpenos y/o  Liebermann- + Coloracion verde
csteroidcs Burchard OSCuUro

Leyenda: Leve,(+): Moderada,(++): Abundante,(+++)



Tabla 2: caracteristicas quimicas de los
compuestos fendlicos

Carscteristi
P::'eb Prucba ars cas
Fracién 08 de DPPH
s kMO,

5%

FeCl, KMnO, DPPH

Acctato de ++ +++ it verde decolors,
etilo oscuro  precipita

decotora

Leyenda: Leve,(+): Moderada,(++): Abundante,(+++)

Tabla 3: caracteristicas cromatogrificas de los
compuestos fenolicos

Fraccitn Revelador
Flnorcscencia FeCl,y DPPH
celeste marcén Amarillo
Acetato de etilo azul mareén Amanllo
verde-limon marrdn Amarillo
Ac. Caféico ccleste marrén Amarillo
Quercetina amarillo marrén Amarillo

Figura 1: Cromatografica en capa fina de los
compuestos fendlicos aislados revelados con luz

ultravioleta

Tabla 4: caracteristicas espectrales de los compuestos

fendlicos

Fraccién Sub-fracciones Ultraviolcta (nm)
) Fl(ccleste) 270nm.
Acctato deetilo 1) (o) 280 nm y 330 nm
F3 (verde im6n) 285 nm y 330 nm

Estindar 4cido 230 nm y 270 nm
benzoico
Estandar  4cido 220 nm y 272 nm
tanico
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Figura 4. Porcentaje de actividad secuestradora del
radical libre DPPH segtin tratamiento

DISCUSION
El organismo humano bajo condiciones normales
y ambientales produce sustancias quimicamente
inestables llamadas radicales. Estos pueden
producir  dafios  oxidativos en  diversas
macromoléculas bioldgicas, lo que puede propiciar
el inicio de enfermedades degenerativas como:
cancer, inflamacién, cardiopatias cataratas, etc.



Por lo que se ha generado un gran interés hacia el
papel que ejercen los antioxidantes. "

Para la extraccion de los compuestos fendlicos, se
utilizé6 una secuencia de disolventes con polaridad
divergente." De esta manera, se procedi6 a la
extraccion de los compuestos fendlicos con
diferentes solventes, primeramente con etanol para
extraccion de los metabolitos secundarios presente
en la planta, segundo con el éter de petrdleo para
poder eliminar las resinas y grasas del extracto,
después se extrajo con acetato de etilo para extraer
los compuestos fenolicos.?

En el tamizaje fitoquimico del extracto etandlico
desarrollado seg@n la técnica de Lock de Ugaz” y
Miranda y Cuellar’, se reporta la presencia de los
metabolitos  secundarios  como:  aziicares
reductores, catequinas, lactonas y/o cumarinas,
flavonoides, fenoles y/o taninos, triterpenos y/o
esteroides (Tabla 1), lo cual coincide con un
reporte anterior,’ por lo que asumimos que la
presencia de estos metabolitos secundarios podria
explicar su accion farmacoldgica y justificar el
empleo de Ia planta en el tratamiento
antiinflamatoria y antioxidante. Los metabolitos
secundarios encontrados en abundante
concentracion fueron: catequinas, cumarinas y
fenoles y/o taninos, los compuestos fendlicos
pueden ser detectados por el intenso color verde,
azul o negro que producen cuando se le agrega el
cloruro férrico al 5%." En Ia prueba de catequina
se evidencia por la fluorescencia verde a la luz

UV, asi mismo en la prueba de Baljet para

identificar cumarinas dan un precipitado de color
rojo y en concentraciones moderadas se identificd
flavonoides, azicares reductores y triterpenos y/o
esteroides, con la reaccion de Shinoda el cambio
de color de amarillo a roja indica la presencia de
flavonas y flavonoles, color rojo presencia de
flavanonas.”” En la prueba de Benedict para los
aziicares reductores dan un precipitado de color
rojo ladrillo, en la prueba de Liebermann- Burchad
para los friterpenos y/o esteroides dan un color
verde oscuro.

En las pruebas quimicas realizadas de los
compuestos fenolicos aislados (Tabla 2), fueron
diferenciadas por las pruebas de cloruro férrico al
5%, Con KMnO, y DPPH, en la prueba quimica
con FeCl; al 5 % se produjo un color verde oscuro
identificindose presencia de grupos fendlicos en
abundante concentracién. La prueba quimica con
KMnO, produce un cambio de coloracién y un
precipitado intenso, este cambio de coloracidn del
KMnO, se debe a que ésta se reduce debido a la
accion de los compuestos.” En la prueba quimica
con DPPH se observa la decoloracién del radical
libre, debido a que el radical libre tiene un
electron desapareado y es de color violeta
decolorandose a amarillo cuando reacciona con los

compuestos fendlicos que pueden donar un atomo
de hidrogeno."

En la Tabla 3 y Figura 1, se observa la presencia
de fluorescencias de color celeste, azul y verde-
limén a la luz del espectro ultravioleta, de lo cual
se deduce que se trata de tres compuestos
fendlicos diferentes, cuando se revela a la misma
placa con cloruro férrico al 1 % y DPPH, se
observan manchas de color marrén y amarillo a la
luz visible. Estas fluorescencias de color celeste,
azul y verde a la luz UV indican que se trata de
compuestos fendlicos.” Estudios realizados de la
Ageratina  sternbergiana  determinaron la
presencia de una flavanona llamada sterbin (5,3',4'-
trihidroxi- metoxi- flavanona), 5,3-dihidroxi-7,4' -
dimetoxiflavanona y sakuranetina.®

Para la caracterizacion de los compuestos
fenodlicos se realizd con la espectroscopia
ultravioleta, lograndose separar de la fraccion de
acetato de etilo tres bandas (F1, F2 y F3) (Tabla
4). La fraccion F1 corresponde a un compuesto
fendlico con una fluorescencia celeste y muestra
una absorbancia méaxima en el espectro
ultravioleta a 270 nm, la fraccion F2 corresponde a
un compuesto fendlico con una fluorescencia azul
y muestra una absorbancia maxima en el espectro
ultravioleta a 280 y 330 nm, la fraccion F3

corresponde a otro compuesto fendlico con una

fluorescencia  verde-limén y muestra una
absorbancia maxima en el espectro ultravioleta a
285 y 330 nm.

" Los estandares utilizados fueron: Acido benzoico

con una absorbancia maxima en el espectro
ultravioleta. a 230 y 270 nm y écido tdnico con
una absorbancia méaxima en el espectro
ultravioleta a 220 y 275 nm, que son similares a la
absorbancia de la fraccion Fl. Por lo tanto
podemos asumir que se trata de un compuesto
fenolico derivado del acido benzoico.

En un estudio realizado sobre Ageratina
Sternbergiana  se  reportd la  presencia
persicogenina (5,3 - dihidroxi, 7,4' - dimetoxi-
flavona) con absorbancia en el espectro UV a 292
y 332 nm y sterbina (5,3),4/-trihidroxi, 7-metoxi-
flavanona), con absorbancia en el espectro UV a
280 y 330 nm.* Todos estos datos son similares a
los reportados en el presente trabajo por lo tanto
podemos asumir que los compuestos fendlicos
aislados podrfan corresponder a la persicogenina,
sterbina y un derivado del 4cido benzoico.

En la Figura 2, se muestra el volumen de
inflamacién segiin los. tratamientos, en donde se
puede apreciar que la dosis de 400 mg/kg tiene un
comportamiento similar al diclofenaco en su
capacidad para disminuir la inflamacién inducida
por carragenina, debido a que los compuestos
fenolicos presentes en esta especie vegetal a las
diferentes dosis si posee efecto antiinflamatorio,



esta propiedad se debe a su accién antioxidante y a
su habilidad de actuar contra la histamina y otros
mediadores de la inflamacién,”'® " ademas
inhiben las actividades enzimaticas  del
metabolismo del 4cido araquidénico lpor la via de
5-lipoxigenenasa y ciclooxigenasa.”® '

En la Figura 3, se observa el porcentaje de
inflamacion segin los tratamientos, donde la dosis
de 400 mg/kg comparado con el estandar
(diclofenaco), poseen un comportamiento similar
con un porcentaje de inflamacion de 6,764% y
9,526%.

En la Figura 4, se muestra que los compuestos
fendlicos aislados de las hojas de Ageratina
sternbergiana (DC) King & Rob demostraron
tener actividad antioxidante al captar los radicales
libres DPPH. Esta capacidad antioxidante de estos
compuestos se debe principalmente a sus
propiedades redox, el cual les permite actuar como
agente reductora donante de hidrogeno,
desactivadores de hidrogeno singlete o quelantes
de metales, ademas depende de su estructura
individual y del nimero de hidroxilos
sustituyentes." 3

La concentracion de 10 pg/ml tuvo una actividad
antioxidante del 54,39 %, los de 50 pg/ml en un
95,17 % y los de 100 pg/ml en 96,68%, y los
estdndares 4cido caféico y écido ascorbico en
97,2% y 97,61%. Si comparamos los porcentajes
de captacion de radicales libres de los estandares
con los compuestos fendlico aislados podemos
decir que las concentraciones de 50pg/ml y
100ug/ml de compuestos fendlicos tiene una
actividad antioxidante ligeramente inferior a los
estindares. lLa capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos depende de su estructura
molecular, la cual influye en la facilidad con la
que un 4tomo de hidrogeno de un grupo hidroxilo
aromitico puede ser donado a un radical libre y en
Ia habilidad de un fenol de soportar un electrén no
apareado.”

Con estos resultados obtenidos en el presente
trabajo podemos afirmar que los compuestos
fendlicos aislados de las hojas de Ageratina
sternbergiana (DC) King & Rob “marmaquilla”
tiene actividad antiinflamatoria y antioxidante.

CONCLUSIONES

1. Los compuestos fendlicos aislados de las hojas
Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob
“marmaquilla“ tienen actividad
antiinflamatoria y antioxidante.

2. El extracto etanolico de las hojas Ageratina
sternbergiana (DC) King & Rob
“marmaquilla®, presenta metabolitos
secundarios como son: azlcares reductores,
catequina, cumarinas, flavonoides, fenoles y
taninos y triterpenos y/o esteroides.

3. Se aislaron tres compuestos fendlicos (dos
flavonoides y un derivado del 4cido benzoico)
de las hojas Ageratina sternbergiana (DC)

King & Rob “marmaquilla”.
4. La dosis de 400 mg/kg de los compuestos
fendlicos tuvo mayor actividad

antiinflamatorio entre las dosis evaluadas y
similar efecto antiinflamatorio que el
diclofenaco. )

5. Los compuestos fendlicos aislados de las hojas
de Ageratina sternbergiana (DC) King & Rob
“marmaquilla“ tienen actividad antioxidante
sobre los radicales libres del DPPH.
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