UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL
DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

TESIS:

Actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro del extracto
hidroalcoholico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua negra”. Ayacucho 2023

Para optar el titulo profesional de:
QUIMICO FARMACEUTICO

PRESENTADO POR:
Bach. Tania Tarcila VILA SOSA

ASESOR:
Dr. Edwin Carlos ENCISO ROCA

AYACUCHO - PERU
2024



A Dios por ser mi creador, a Enver, por
su amor y apoyo incondicional, a Tanilsa
y Renzo, por ser mi fortaleza e
inspiracion para seguir adelante, y a
todas aquellas personas que
contribuyeron en la ejecucion del

presente trabajo de investigacion.



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, mi Alma Mater, por
acogerme en su prestigiosa institucion y brindarme las herramientas para mi

realizacién profesional.

A la Facultad de Ciencias de la Salud y la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica, asi como a su plana de docentes y administrativos, quienes

contribuyeron en mi desarrollo profesional.

Al Dr. Q.F. Edwin Carlos Enciso Roca, asesor de la presente tesis, por ser guia y

versar sus conocimientos durante el desarrollo de esta investigacion.



iINDICE

INDICE DE TABLAS
iNDICE DE FIGURAS
INDICE DE ANEXOS
RESUMEN

21.

2.2.

2.3.

24,

2.5.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

V.
V.
VL.

VII.

INTRODUCCION
MARCO TEORICO

Antecedentes del estudio

Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”.
Compuestos fendlicos

Inflamacion

Radicales libres

MATERIALES Y METODOS

Lugar de ejecucion

Poblacion y muestras

Metodologia y recoleccién de datos
Tipo y disefio de investigacion.
Analisis de datos

RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES

VIIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

vii

Pagina

Xi
Xiii

XV

11
17

21
21

21
21
28
29

31
37
45
47
49
57



Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

iNDICE DE TABLAS

Nombres de las variedades de mashua
Clasificacién de los compuestos fendlicos

Estandarizacion del método de estabilizacion de la
membrana de eritrocitos humanos

Método de estabilizacién de la membrana de eritrocitos
humanos

Identificacion de metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de
Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”

Actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico liofilizado
de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P.
‘mashua negra” por el método DPPH y ABTS (umol TE/g
de muestra).

Pagina

25

25

32

36



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

iNDICE DE FIGURAS

Estructura quimica de los compuestos fendlicos
Estructura quimica de los flavonoides
Estructura quimica de la dexametasona
Proceso secuencial de la inflamacion
Estructura quimica del diclofenaco

Mecanismo de accién de los antiinflamatorios esteroideos y
no esteroideos

Mecanismo antirradicalaria de los antioxidantes
Reaccion del radical DPPH con un antioxidante
Reaccion del radical cationico ABTS con un antioxidante
Estructura quimica del Trolox

Actividad antinflamatoria expresado en porcentaje de
proteccion de membrana de eritrocitos humanos del extracto
hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua negra”.

Porcentaje de la actividad antioxidante por el método DPPH
del extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de
Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”.

Porcentaje de la actividad antioxidante por el método ABTS
del extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de
Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”.

Xi

Pagina

10
14
14
16

16
19
19
20
20

33

34

35



Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.
Anexo 6.

Anexo 7.

Anexo 8.

Anexo 9.

Anexo 10.

Anexo 11.

Anexo 12.

Anexo 13.
Anexo 14.
Anexo 15.

Anexo 16.

Anexo 17.
Anexo 18.

Anexo 19.

Anexo 20.

iNDICE DE ANEXOS

Constancia de identificacién botanica de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua negra”.

Certificado de la identificacion de la variedad de muestra
de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”.

Diagrama de flujo para la obtencion del extracto
hidroalcohdlico liofilizado.

Preparacion de la muestra para la obtencion del extracto
hidroalcohdlico liofilizado

Obtencion del extracto hidroalcohdlico liofilizado.
Resultados de identificacion de los metabolitos.

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad
antiinflamatoria in vitro.

Preparacion de la suspension de eritrocitos para la
determinacion de la actividad antiinflamatoria.

Estandarizacién del método de proteccién de membrana
de eritrocitos para determinar la actividad antiinflamatoria
in vitro.

Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro.

Resultados de la determinacion de la actividad
antiinflamatoria in vitro.

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad
antioxidante por el método DPPH.

Curva de calibracién de Trolox por el método DPPH.
Actividad antioxidante por el método DPPH.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método
DPPH

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad
antioxidante por el método ABTS.

Curva de calibracién de Trolox por el método ABTS.
Actividad antioxidante por el método ABTS.

Determinacion de la actividad antioxidante por el método
ABTS

Reacciones quimicas del tamizaje fitoquimico

Xiii

Pagina

58

59

60

61
62
63

65

66

67

68

69

70
71
73

74

75

76
78

79
80



Anexo 21.

Anexo 22.

Anexo 23.

Anexo 24.

Anexo 25.

Anexo 26.

Anexo 27.

Prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas de la
prueba de proteccion de membrana de eritrocitos
humanos.

Analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de proteccion
de membrana de eritrocitos humanos.

Prueba de Tukey del porcentaje de proteccion de
membrana de eritrocitos humanos.

Prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas para
el método de DPPH y ABTS.

Andlisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante
por el método DPPH.

Andlisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante
por el método ABTS.

Matriz de consistencia

Xiv

81

82

83

84

85

86
87



RESUMEN

La mashua es un cultivo de gran valor alimenticio y medicinal por parte de sus
tubérculos, en los que destacan su capacidad antioxidante y antiinflamatoria. Se
planteé como objetivo evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro
del extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum
R. & P. “mashua negra”, el cual fue desarrollado en los laboratorios de Farmacia
y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud. Para evaluar la actividad
antiinflamatoria se utilizé el método de estabilizacion de membrana de eritrocitos
humanos, y para la actividad antioxidante el método de radical DPPH y radical
ABTS. La actividad antiinflamatoria expresado como porcentaje de proteccion de
membrana a las concentraciones de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 y 3,0 mg/mL fueron de
13,65 %; 21,73 %; 24,80 %; 34,61 % y 78,70 % respectivamente, los estandares
dexametasona y diclofenaco, presentan valores de 33,19 %y 52,54 % (p = 0,001).
Mientras que el porcentaje de la actividad antioxidante a las concentraciones de
500,0; 1000,0 y 3000,0 pg/mL utilizando el método DPPH fueron de 43,26 %;
58,06 % y 72,32 %, y con el método ABTS 32,21 %; 64,11 % y 93,81 %
respectivamente. En conclusion, el extracto hidroalcohdlico liofilizado de los
tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua” presenta actividad

antiinflamatoria y antioxidante in vitro.

Palabras clave: Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”, actividad

antiinflamatoria, actividad antioxidante.
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. INTRODUCCION

La inflamacion es una reaccién del cuerpo ante diversas agresiones internas y
externas, y es una de las principales razones por las que las personas buscan
atencién médica a nivel mundial. Una respuesta inflamatoria aguada sobre algun
agente se manifiesta con la presencia de absceso en la dermis, esputo amarillento
y liquido cefalorraquideo turbio. Entre las inflamaciones de bajo grado
encontramos el envejecimiento, obesidad, enfermedades metabdlicas vy
degenerativas.! También mencionar que el estrés oxidativo esta intimamente
relacionado con el desarrollo de los procesos inflamatorios, de tal forma que uno
conlleva al otro y viceversa, ademas de ser el responsable de la aparicion de otras
afecciones, debido a la actividad de unas especies quimicas muy reactivas
denominadas radicales libres, que generan estrés oxidativo sobre las proteinas,
el ADN vy los lipidos, afectando su funcionamiento y causando mutaciones.??

El uso de la medicina tradicional o complementaria esta creciendo cada vez mas,
especialmente en paises en desarrollo. En muchos de estos lugares, el uso de
plantas medicinales a menudo se convierte en la Unica opcion de tratamiento al
alcance, por esta razén la OMS promueve la utilizacién segura y eficaz de la
medicina tradicional adecuadamente comprobada a través de la reglamentacion y
la investigacion, el cual representa una nueva alternativa terapéutica a la medicina
estandar, que se ha evidenciado que ademas de presentar limitada accesibilidad
a la poblacién por sus elevados costos, presenta multiples reacciones

indeseadas.*®

El Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua” es un cultivo muy importante no solo
por ser parte de la identidad cultural de los pobladores andinos, sino también
debido al valor alimenticio y medicinal de sus tubérculos.® De acuerdo a los
conocimientos ancestrales el Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”, presenta

una amplia aplicacion en la medicina tradicional, utilizandose como agente



antioxidante por el alto contenido de metabolitos secundario como son los
polifenoles, antocianinas y carotenoides. Ademas, se le han descrito propiedades
antibidticas, nematicidas, anticancerigenas y diuréticas.” También es utilizada
para tratar la inflamacion de la prostata, dolores genitourinarios, contra la anemia

y combatir los calculos renales, ademas de la reducir la libido sexual.*

Frente a estos problemas de salud que son las inflamaciones y el estrés oxidativo,
el presente trabajo pretende dar mayor soporte al uso medicinal que se le atribuye
al Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua”, ademas de promover su cultivo y
consumo, sobre todo en las poblaciones de las regiones altoandinas de la sierra

peruana.t

La presente investigacion se delimitara a demostrar la actividad antiinflamatoria y

antioxidantes del extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de

Tropaeolum tuberosum R. & P. Para lo cual se utilizé la metodologia de proteccion

de membrana de eritrocitos humanos, y los métodos de secuestro de radicales

libres DPPH y ABTS.

Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro del extracto

hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P.

“‘mashua negra”.

Objetivos especificos

e Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P.
“mashua negra”.

o Determinar la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto hidroalcohdlico
liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua
negra”.

e Determinar la actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico
liofiizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua

negra”.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes del estudio

Ibarra®, evaluo el efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico del tubérculo
de Tropaeolum tuberosum “mashua” en Rattus rattus var. Albinus. En el desarrollo
de la investigacion utilizo el método de edema subplantar, inducido por
carragenina, para lo cual se hicieron uso de 16 animales de prueba, divididos en
cuatro grupos, utilizando diclofenaco al 1 % como medicamento estandar, y los
extractos al 1 % y 2,5 % de concentracion. En el grupo blanco la inflamacion se
presenta a las 5 horas, el grupo estandar presento un porcentaje de actividad
antiinflamatoria de 71,7 % en la primera hora, 88,7 % a las tres horas y 97,3 % a
las cinco horas, mientras que los grupos experimentales mostraron un porcentaje
de inhibicién inflamatoria de la siguiente forma: para el extracto al 1 % en una hora
fue 36,6 %; a las tres horas 69 % y a las cinco horas 95 %, para el extracto al 2,5
% en 1 hora fue de 41,5 %, a las tres horas 74,6 % y a las cinco horas 97,5 %. Se
menciona finalmente por los resultados obtenidos en la investigacion que el

extracto de Tropaeolum tuberosum “mashua” tiene efecto antiinflamatorio.

Linares et al.'°, evaluaron la actividad antioxidante in vitro y antiinflamatoria in vivo,
del extracto hidroalcohdlico de las variedades roja y purpura de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon “mashua”, en su estudio también incluyd cuantificar los
fenoles totales. En la investigacion la cuantificacion de polifenoles totales fue
realizado por el método de Folin-Ciocalteu, mostrando que la mashua roja
contiene una cantidad superior de polifenoles de 843,60 mg EAG/100 g en
comparacion a la mashua purpura que mostré un valor de 450,23 mg EAG/100 g.
La actividad antioxidante fue evaluada por los métodos DPPH y ABTS, donde la
mashua purpura, obtuvo un IC50 de 106,57 pg/mL y 147,31 ug/mL con ambos
métodos respectivamente, mientras que la mashua roja, mostré un IC50 de 67,37

pg/mLy 86,156 ug/mL también por ambos métodos. Los resultados de la actividad



antiinflamatoria in vivo, mostraron que el mayor porcentaje de eficiencia
antiinflamatoria lo presenté la variedad roja a las 6 horas con un 40,81 % a la
concentracion de 200 mg/kg. Se concluye haciendo referencia que la mashua roja
mostré una actividad antioxidante y antiinflamatoria mas alta, asi como una mayor

cantidad de polifenoles totales en comparacion con la mashua purpura.

Riojas', en su trabajo sobre la actividad antioxidante y polifenoles totales del
extracto hidroalcohdlico de tres variedades de tubérculos de Tropaeolum
tuberosum R & P. Utiliz6 la metodologia de radical DPPH y ABTS para evaluar su
actividad antioxidante, mientras que el contenido de polifenoles fue cuantificado
por el método de Folin — Cioalteu. Los resultados mostraron que la capacidad de
secuestro de radical DPPH para las variedades “yana puca”, “yana rosado nahui”
y “gello” presentaron un IC50 de 127,44; 154,66 y 184,64 ug/mL respectivamente,
y con el ensayo de ABTS los valores de IC50 fueron de 128,47; 156,20 y 199,52
pg/mL respectivamente. El contenido de polifenoles fue de 121,19; 118,19y 86,61
EAG/100 g respectivamente. Finalmente refiere que el extracto hidroalcohdlico de
los tres ecotipos de Tropaeolum tuberosum R & P. “mashua” presentan actividad

antioxidante y polifenoles totales.

Cordova et al.?, en su trabajo sobre la actividad diurética del extracto
hidroalcohdlico del tubérculo de Tropaeolum tuberosum R & P. “mashua negra”
en ratas albinas, se administraron dosis del 100, 250 y 500 mg/kg del extracto en
un volumen igual a 5 mL, ademas de utilizar como estandar a la furosemida a
dosis de 20 mg/kg por via intraperitoneal. Se muestra que la dosis de 100 mg/kg,
registra una diuresis de 2,8 mL, mientras que la dosis de 250 mg/kg; 3,3 mL de
diuresis y la dosis de 500 mg/kg; 3,8 mL de diuresis, siendo el medicamento de
referencia la que tiene mejor actividad diurética con 6,90 mL. Se concluye
mencionando que el extracto hidroalcohdlico de Tropaeolum tuberosum R & P.
‘mashua negra”’, posee actividad diurética a diferentes concentraciones,

obteniendo valores inferiores a la medicacion estandar.

Flores et al.’®, llevaron a cabo un estudio sobre el conocimiento ancestral en la
curacion de la prostatitis a base de isafio (Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavon).
La metodologia que se utilizo para el estudio es de tipo cuantitativo, etnografico y
fenomenologico. La poblacion en estudio estuvo conformada por adultos mayores
que saben sobre la prevencion y curacion de los problemas de préstata con isafio

ya sea cultivada o la silvestre. Se utilizé la técnica de entrevista semiestructurada



para obtener la informacion de campo. El resultado sugiere que el isano silvestre
es el tubérculo que cumple el papel curativo de la prostatitis y no el isafio cultivado,
que solo cumple el papel de prevencion. El trabajo concluye mencionando que el
isafio silvestre puede ser una solucion alternativa para curar la prostatitis que
sufren muchas personas, tanto los pobladores altoandinos como de otros lugares

geograficos.

Mendoza', desarrolld una investigacion en la que determin6é la actividad
antiinflamatoria in vitro e in vivo de las semillas germinadas de cinco variedades
de Chenopodium quinoa Willd. Utilizando la metodologia de estabilizaciéon de la
membrana de eritrocitos humanos para el estudio in vitro. Los resultados
mostraron que el porcentaje de proteccion de la membrana, a la concentracion de
5 mg/mL para los extractos fueron de: 81,59 %; 78,62 %; 73,23 %, 66,82 % y 69,20
% para las cinco variedades en estudio, mientras que los estandares de referencia
(diclofenaco y dexametasona) tuvieron un porcentaje de proteccion de 72,09 % y
85,28 %. Se concluye mencionando que el extracto hidroalcohdlico de las semillas
germinadas de las variedades evaluadas, si presentan actividad antiinflamatoria

in vitro.

Salazar et al.’, evaluaron la actividad antiinflamatoria in vitro de los extractos
etandlico y hexanico de tallos de Cuscuta jalapensis Schlitdl. En su estudio también
se utilizé la metodologia de estabilidad de la membrana del eritrocito frente a dos
agentes inductores de hemodlisis, que fueron solucién salina hipotonica y calor. Se
realizé una curva de concentracion respuesta de la actividad antiinflamatoria,
partiendo de 50, 100, 200 y 400 yg/mL de ambos extractos, empleando como
control la indometacina 100 pg/mL. Los resultados indicaron que todas las
concentraciones ensayadas de los extractos, produjeron un efecto estabilizador
de la membrana. Para la evaluacion con solucion salina hipoténica el extracto
etandlico tuvo un efecto igual a la indometacina 100 pg/mL, con valores de
hemdlisis por debajo de 5 %, por el contrario, las concentraciones del extracto
hexanico de 50, 100 y 200 pg/mL mostraron una hemdlisis mayor a 5 %, y para la
concentracion de 400 pg/mL la hemdlisis fue de 32 %, de esta manera se
demuestra que el extracto hexanico tiene menor actividad antiinflamatoria en esta
prueba. En conclusion, el extracto de Cuscuta jalapensis, presenta actividad

antiinflamatoria in vitro siendo mejor el extracto etandlico.



2.2. Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”
2.2.1. Clasificacion taxonémica

La muestra de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”. Fue clasificada de
acuerdo al sistema Cronquist A 1988, por una especialista en taxonomia vy

sistematica de plantas.

DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE: ROSIDAE

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA : TROPAEOLACEAE

GENERO : Tropaeolum

ESPECIE : Tropaeolum tuberosum R. & P.
N.V. : “mashua negra”

Fuente: Blga. Laura Aucasime Medina.

2.2.2. Descripcion botanica

La mashua “Tropaeolum tuberosum R. & P.”, es una planta herbacea perenne,
anual, que presenta un sabor agrio, algo picoso, parecido al sabor de la mostaza,
esto debido a la presencia de un compuesto denominado isotiocianato, el cual es
eliminado con la coccion. Los tallos son de forma cilindrica; su crecimiento es recto
0 en posicidon semi postrada y presenta ciertas ramificaciones de color violeta
oscuro. Sus hojas son de color verde oscuro con forma redondeada, ademas son
pecioladas, glabras, palmatisectas, palminervia, con tres a cinco lébulos. Las
flores tienen un caliz mayormente de color rojo a anaranjado, las cuales presentan
tres sépalos fusionados que se extienden en la base formando un espoldn, el cual
presenta tricomas que secretan néctar. Corola de amarillo a anaranjado con venas
mas oscuras. Tienen entre 8 y 13 estambres, las anteras son pequefias y
caedizas. Las flores son pentameras, gamosépala, solitarias, pedunculadas. El
fruto es seco indehiscente, esquizocarpico, con tres semillas, la que posee un
embridn recto y cotiledones gruesos y carnosos. Los tubérculos son conicos,
alargados y de yemas profundas, esta cubierto por una epidermis cerosa. Sus
colores son variados, presentandose desde blanco, rojo, morado, amarillo, negro

y gris."6:17



2.2.3. Origen y distribucion

La mashua tiene su origen en la regién andina, en donde se puede hallar tanto en
forma silvestre y como cultivada. Se estima que la mashua se origind entre los
afios 650 y 1350, en la cueva de Huachumachay, ubicada en el valle de Jauja
en Peru. Se han encontrado representaciones de mashua en la cultura Nazca, lo
que sugiere que nuestros antepasados la cultivaban y utilizaban. La mashua se
encuentra de forma natural desde Colombia hasta Argentina, en altitudes que van
de los 2400 hasta los 4300 msnm. Su distribucién geografica abarca desde los
andes centrales de Colombia, Bolivia, Ecuador y Peru, siendo las areas mas
extensas de cultivo en Peru y Bolivia, donde generalmente se siembra junto con
otros tubérculos, como la oca, el olluco y las papas. Aunque el area de siembra
de la mashua es mucho menor al de las otras tuberosas andinas, su cultivo no
deja de ser importante, pues forma parte de la seguridad alimentaria de miles de
familias campesinas en los andes a través del autoconsumo o la generacion de

ingresos monetarios.'®'®
2.2.4. Composicion quimica

La mashua cuenta con una elevada concentracion en minerales como el calcio,
fosforo, potasio, magnesio, zinc y hierro; presenta un alto valor nutricional por su
contenido en 15 % proteinas, 20 % carbohidratos, 80 % agua, almidon,

aminoacidos esenciales, vitaminas B y C y fibra.'2

Entre los componentes bioactivos con que cuenta la mashua esta los
glucosinolatos, isotiacianatos, polifenoles, flavonoides, antocianinas vy

carotenoides, las cuales le dan sus propiedades medicinales.®?°
2.2.5. Usos en la medicina

Existen diferentes estudios que nos hablan del uso medicinal que se le atribuye a
la mashua negra, como son el alivio de dolencias renales, hepaticos, malestares
urinarios y proéstata; impiden la anemia y gastritis, aumentan la vision, mejora el
reumatismo. La mashua puede reducir el potencial reproductor en los varones, y

ademas tiene propiedades antioxidantes y antidiabéticas.®

La mashua es utilizada para el tratamiento contra las enfermedades del tracto
urinario. Tal como antibacteriano, Escherichia coli, Candida albicans, y

Staphylococcus sp.



Antiafrodisiaco. Disminuye la cantidad de testosterona y dihidrotestosterona en la

sangre. Se dice que reduce el instinto sexual.*

Otras aplicaciones que presenta la mashua es su actividad antiséptica y
antiparasitaria, ya que en los terrenos de cultivo es muy resistente a insectos como

gorgojo, insectos en general y gusano nematodo.?®

Por el alto contenido en compuestos bioactivos la mashua presenta un potencial
con propiedades antibidticas, nematicidas, diuréticas, neuroprotectoras,

desinflamantes, antivirales, anticancerigenas y citotoxicas.'®%°

2.2.6.Variedades de Tropaeolum tuberosum R. & P.

El Peru cuenta con mas de 100 variedades reconocidas de la mashua, las cuales
se extienden en las regiones de Ancash, Apurimac, Ayacucho, Huanuco, Junin y
Puno.® Las diferencias entre las variedades se deben a los diversos colores que
adquiere sus tubérculos. La cascara de los tubérculos puede variar de color desde
crema a purpura oscuro, pasando por unos tonos como amarillo, naranja y violeta.
El nombre de las variedades que adquiere la mashua se debe al color que
presentan.?'??

Tabla 1. Nombres de las variedades de mashua.?"22

Nombre Color de los tubérculos
Occe afiu Plomo
Yana afiu Negro

Checce afiu Gris
Ckello afu Amarillo
Kello afiu Violeta
Muru afiu Morado

Puca afiu Rojo
Yurac afiu Blanco
Mashua Quillu Amarillo
Mashua yana saco Negro

La mashua negra presenta un predominante color purpura grisaceo en la
superficie de sus tubérculos, la pulpa es de color naranja amarillento, pero también
otros colores que puede adquirir la pulpa son de una purpura distribuido en la zona

cortical, la forma del tubérculo es cilindrico fusiforme con ojos profundos.?



2.2. Proceso de liofilizacion

La liofilizaciéon es una operacion de secado por sublimacion en ausencia de aire.
En este proceso la sustancia que se somete a secado se congela, luego el agua
se elimina como vapor por sublimacion en una camara al vacio. Los vapores
sublimados son extraidos con bombas de vacio mecanicos o eyectores de chorro
de vapor. La liofilizacion permite la eliminacién del agua de los productos,
impidiendo de esta forma la proliferacion bacteriana, ademas reducen la accién
enzimatica, aumentando de esta forma su conservacion, también, por las
temperaturas bajas, permiten reducir las reacciones de degradacion que ocurren
durante los procesos de secados comunes. Las fases de la liofilizacion incluyen:5
Congelamiento: En esta etapa, el producto es enfriado (-50 °C y -80 °C) hasta
que toda el agua presente adquiera el estado sdlido. El rapido enfriamiento
produce cristales pequefios que dificultan su secado, mientras que el enfriamiento
lento produce cristales grandes, con la formacién de grandes poros que facilitan

el secado.?
2.3. Compuestos fendlicos

Son metabolitos secundarios presentan en forma abundancia en las plantas, cuya
cantidad puede variar a lo largo de su vida. Numerosas acciones son
desempenadas por los polifenoles, como el aprovechamiento de nutrientes, la
formacion de proteinas, la actividad enzimatica, la produccion de componentes
estructurales y la defensa contra condiciones adversas, como las infecciones
bacterianas y la defensa contra los herbivoros. Un anillo aromatico y un grupo
hidroxilo conforman la estructura quimica de los compuestos fendlicos, los cuales
pueden incluir funciones como glucésidos y esteres. Mas de ocho mil estructuras
fendlicas fueron identificada; siendo los responsables de las caracteristicas del

color, sabor, aroma y propiedades antioxidantes y nutritivas de las plantas.?

OH

Figura 1. Estructura quimica de los compuestos fendlicos.

(Hidroxibenceno)



2.3.1. Clasificacion de compuestos fendlicos

Debido a la gran cantidad de compuestos fendlicos conocidos, su clasificacion
resulta en una actividad compleja. Siendo la propuesta por Waterhouse (2002),
una de las mas usadas, que agrupa a los fenoles en funcion de su estructura

quimica basica.?®%

Tabla 2. Clasificacion de los compuestos fendlicos

Estructura Clasificacion
Flavonoides Ce—C3—Ces Flavonoles
Flavonas

Flavan-3-oles

Proantocianidinas (taninos no
hidrolizables)

Antocianidinas (Antocianos)

Flavanonas
Isoflavonas
No Flavonoides Ces—Cs Acidos hidroxicinamicos
Cs — C1 Acidos hidroxibenzoicos
(Ce — C1) + Azucar Taninos hidrolizables
(Ce — Cs) + Azucar
Cs—C2-Cs Estilbenos

Esta clasificacion separa a los polifenoles en flavonoides y no flavonoides. Los
compuestos flavonoides estan formados por dos ciclos bencenos (A y B) unidos

por un anillo heterociclico oxigenado de tipo pirano (C).%

Figura 2. Estructura quimica de los flavonoides.

(2-fenil-1,4-benzopirona)
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2.3.2. Actividad biolégica de los compuestos fendlicos

Numerosos estudios han indicado que el consumo de frutas y verduras puede
disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y cancer. Se cree que esto
se debe en parte a la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos presentes
en estos alimentos. Estos compuestos pueden ayudar a proteger las células del
dafio oxidativo, prevenir la oxidacion lipidica, la mutacién del ADN. La propiedad
antioxidante de los polifenoles se relaciona con su actividad para quelar los
metales, reprimir la lipoxigenasa y capturar radicales libres.?® También se le han
atribuidos diversas actividades biolégicas como son actividad antidiabética,
antiinflamatoria, anticancerigena, analgésico, vasodilatador, antidepresivo,
antihipertensivo, antitrombético, anticoagulante, antimicrobiano,

antienvejecimiento, antialérgico y contra la osteoporosis.?’
2.4. Inflamacién

La inflamacion es una respuesta del sistema inmunolégico de nuestro cuerpo ante
el dafio o la lesion en las células y tejidos vascularizados. Esta respuesta puede
ser desencadenada por patdgenos bacterianos u otros agentes agresores, ya
sean de origen quimico, bioldgico, o fisico. La inflamacion es una respuesta
normal, aunque dolorosa, de reparacion del tejido dafiado, la cual incluye un gran
gasto de energia metabdlica. Sin embargo, puede tornarse a una condicion
cronica que se manifiesta en enfermedades degenerativas como artritis,
enfermedades cardiovasculares, enfermedad inflamatoria intestinal o incluso

cancer.®

La respuesta inflamatoria se desencadena por la respuesta de diferentes
mediadores, es necesario agrupar esas respuestas en categorias funcionales y
distinguirlas entre inductores y mediadores de la inflamatoria. Las sefales que
inician el proceso inflamatorio son los inductores, las cuales activan sensores que
permite la produccidon de lotes especificos de mediadores. Estos a su vez,
modifican los estados funcionales de células, tejidos y 6rganos, que son los
efectores de la inflamacion, de manera que permite primero su adaptacion y

posteriormente su reparacion, del dafio producido por el inductor.?®
2.4.1. Fisiopatologia

La inflamacion es la reaccion inicial e inesperada del cuerpo ante diferentes

estimulos. Es una respuesta rapida y controlada tanto a nivel celular como
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molecular. Esta respuesta se desencadena por la activacion de células
especializadas llamadas fagocitos y células endoteliales que recubren los vasos
sanguineos. Ademas, se activan diferentes mecanismos moleculares, como las

cininas, la cascada de coagulacién vy fibrinolisis.?°

Cuando ocurre la lesion, las células del sistema inmunoldgico liberan sustancias
quimicas como histamina y citocinas, los cuales producen la dilatacion de los
vasos sanguineos, incremento de la permeabilidad vascular e hipercoagulabilidad.
La vasodilatacion y el aumento de la permeabilidad vascular en el area inflamada
tienen como resultado un mayor suministro de nutrientes y oxigeno en esa zona,
lo que causa calor, hinchazén y acumulacién de liquido en los tejidos, conocido
como edema tisular. Estos cambios en la circulacién sanguinea son responsables
de los cuatro sintomas clasicos asociados a la inflamacién local: enrojecimiento

de la piel (eritema), hinchazon (edema), aumento de la temperatura y dolor.?®
2.4.2. Mediadores de la respuesta inflamatoria

Las reacciones inmediatas que ocurren después de una lesion y que buscan
restablecer el equilibrio del organismo se conocen como fenémeno inflamatorio.
Estas reacciones comienzan en el lugar de la lesion, pero a través de mediadores,

también desencadenan una respuesta generalizada en todo el cuerpo.?®
Mediadores genéricos

Citocinas: Los macrofagos pueden activarse tanto por la agregacion plaquetaria
como por los productos bacterianos, como las endotoxinas. Esta activacion de los
macrdéfagos desencadena la produccion de citocinas, que son los mediadores mas
importantes en el inicio de la respuesta inmunoldgica e inflamatoria. El factor de
necrosis tumoral (TNF) y la interleucina-1 (IL-1) desempefian un papel clave en el

inicio de estas respuestas.?®

Ademas de las citocinas, la propia agresion y la presencia de TNF y IL-1 estimulan
una respuesta celular intensa, que incluye la liberacién de otros mediadores como
citocinas adicionales, eicosanoides, factor activador de plaquetas y oxido nitrico.
Estos mediadores adicionales amplifican y regulan la respuesta inflamatoria y la

respuesta inmunoldgica.?®

Eicosanoides. Son originados por la oxidacion parcial del acido araquidonico,
entre los eicosanoides se incluyen a las prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas,

acido hidroxieicosatetranoico y epoxidos.?
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La liberacion de acido araquiddnico a parir de la fosfolipasa A., fosfolipasa C o

fosfolipina A (fosfolipidos de la membrana), limita la produccién de eicosanoides.?®

El metabolismo del acido araquidonico se produce por dos vias, por la via de las
lipooxigenasas que permite la formacién de leucotrienos (LTA4, LTB4, 5-HETE.
LTCs4, LTE4 y lipoxinas), y la via de la ciclooxigenasa que permite la formacion de
las prostaglandinas (PG12, PGD., PGE>, PGF2) y tromboxano (TXA).%

2.4.3. Farmacos utilizados en la inflamacion

Aunque algunos farmacos tienen ciertas propiedades antiinflamatorias, solamente
se consideran antiinflamatorios dos grandes grupos de farmacos: Los

antiinflamatorios esteroideos y los antiinflamatorios no esteroideos.*

a) Antiinflamatorios esteroideos

Dentro de este grupo se encuentran los glucocorticoides, que ademas de
presentar actividad antiinflamatoria, también son antialérgicas, inmunosupresoras
y analgésicas. Son farmacos derivados del cortisol, hormona producida por la
corteza adrenal esencial para la adaptacion al estrés fisico o emocional. El uso del
glucocorticoide para inhibir el proceso inflamatorio resulta de gran uso clinico.?®
Mecanismo de accidén

Los glucocorticoides actuan modificando la sintesis de proteinas en los tejidos
sobre los que ejercen su accion, debido a que se unen a receptores
intracitoplasmaticos que regulan la expresion genética, la lenta manifestacion de
sus efectos se debe sobre todo al tiempo necesario para que la célula ponga en
marcha sus mecanismos de sintesis de proteinas. Los receptores se dividen en
mineralocorticoides y glucocorticoides.°

La fosfolipasa A2 se activa al ocurrir una agresion en los tejidos, e hidroliza los
enlaces tipo éster de fosfolipidos de la membrana celular, con la consiguiente
liberacion de acido araquidoénico. Los corticoides inhiben a la fosfolipasa A2, lo
que impide la liberacién de acido araquidonico.?’'

Dexametasona

Es un corticoide fluorado, de larga duracion y elevada potencia antiinflamatoria e
inmunosupresora. Atraviesa con facilidad la barrera hematoencefalica por lo que
es apropiado para tratar edemas cerebrales.3?33

La dexametasona presenta una accion prolongada, manteniendo sus efectos por
72 horas. Tiene una biodisponibilidad de 50 — 80 %, absorbiéndose ampliamente

en el sistema gastrointestinal. Tiene un grado de unién a proteinas plasmaticas de
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70 %. Se metaboliza en el higado, mediante reacciones de hidroxilacion y
posteriormente por conjugacién con acido glucurénico y sulfatos. Se elimina
principalmente por la orina, en un 8 % en forma inalterada, tiene una vida media

de eliminacion de 3 — 4 horas. 3233

(0]

Figura 3. Estructura quimica de la dexametasona.3®
(9-Fluoro-1113,17,21-trihidroxi-16alfa-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona)
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Figura 4. Proceso secuencial de la inflamacién.?
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b) Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos, son un conjunto de farmacos
que tienen la capacidad de reducir la inflamacion, la fiebre y aliviar el dolor. Estos
medicamentos se utilizan para controlar los sintomas causados por la inflamacion,
pero no tratan la causa subyacente de la enfermedad ni alteran su curso. Ademas,
también tienen propiedades analgésicas, antipiréticas, antiagregantes

plaquetarios y antitromboticas.3'28
Mecanismo de accién

Las prostaglandinas son sintetizadas a partir del acido araquidénico por accion de
la enzima ciclooxigenasa. Existen dos tipos de la enzima ciclooxigenasa que son
ciclooxigenasa -1y la ciclooxigenasa -2. La primera se manifiesta en forma natural
en las células, mientras que la ciclooxigenasa-2 se presenta en forma inducida y
transitoria en células que son estimuladas, produciendo mediadores de la

inflamacién.?’

Los AINES producen su accion antiinflamatoria inhibiendo a las COX-2 en el lugar
de la inflamacién, de manera que oxida al acido araquidoénico y retrasa la sintesis
de prostaglandinas. Sin embargo, estos compuestos son capaces de bloquear a
la COX-1 en los tejidos gastrointestinales y renales, lo que genera efectos

perjudiciales.?”-%
Reacciones adversas

Las reacciones adversas comunes de los AINES, incluyen dolores abdominales,
sangrado, estrefimiento, diarrea, dispepsia, aumento de riesgo de hemorragias,
trombocitopenia, sindrome nefrético, oliguria, anemia, agranulocitosis,
insuficiencia hepatica, entre otros. Para reducir las posibles reacciones adversas,
se debe utilizar la menor dosis durante el tiempo mas corto posible, ademas la
edad puede correlacionarse con la aparicion de las reacciones adversas mas

graves, teniendo precaucion de elegir las dosis mas bajas en adultos mayores.*
Diclofenaco.

Es un derivado del acido fenilacético, se encuentra entre los AINES con mayor
uso. El diclofenaco es un analgésico, antipirético y antiinflamatorio. Presenta una
potencia mucho mayor que otros AINES, presenta una alta selectividad para la
COX-2.%2

El diclofenaco presenta una rapida absorcion, una elevada unién a proteinas y un
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tiempo de vida media de 1 — 2 horas, lo que hace que se necesite administrar
dosis mas altas, para tener una inhibicion sostenida de la COX. Presenta un efecto
del primer paso, haciendo que solo el 50 % del diclofenaco absorbido se encuentre
disponible sistémicamente. El diclofenaco se metaboliza en el higado por
intervencion de CYP2C hasta 4-hidroidilofenaco y a otras formas hidroxiladas,
después por glucuronidacion y sulfatacion, finalmente los metabolitos se excretan
por la orina (65 %) y bilis (35 %).%2

CH,COOH Cl
NH

Cl

Figura 5. Estructura quimica del diclofenaco.*

(Acido 2-[(2,6-diclorofenil) amino] bencenoacético)
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Figura 6. Mecanismo de accion de los antiinflamatorias esteroideos y no
esteroideos.

2.5. Radicales libres

Un radical libre es una molécula que tiene un electrén desapareado en su orbital
externo. Estos radicales son altamente reactivos y pueden ser generados
internamente en el cuerpo a través de procesos metabdlicos como la respiracion,
la actividad de fagocitos, la oxidacién de compuestos carbonados y el catabolismo
de ciertas enzimas. En un sistema saludable, el metabolismo aerébico produce
radicales libres que tienen la tendencia de capturar electrones de otros atomos
para llegar a tener una estabilidad electroquimica. La molécula que perdio el
electron se oxida y se convierte en un nuevo radical libre al presentar un electron
desapareado, produciéndose una reacciéon en cadena muy dafina para el
organismo.?® Los radicales libres no presentan receptores, actian atacando a

células y tejidos vivos.

Por accién de nuestro metabolismo, se producen diversos radicales libres, como
las especies reactivas de oxigeno (ERO) que incluyen el aniéon superodxido, el
anion peroxido, el radical perhidroxilo y el radical hidroxilo. También existen las
especies reactivas de nitrogeno (ERN), como el éxido nitrico y el radical
peroxinitrito. Estas especies reactivas tienen su principal origen en las
mitocondrias, lisosomas, peroxisomas, citoplasma. Los radicales libres también
pueden ser originados por fuentes externas, como la radiacién, contaminacion, la
luz solar, el ozono, las drogas, el tabaco, la medicacion, conservantes y algunos
compuestos extrafios al organismo, llamados xenobioticos, como pesticidas,
herbicidas y fungicidas. Estas fuentes externas pueden contribuir a la produccién

de radicales libres en el cuerpo y aumentar el estrés oxidativo.3¢:3"
2.5.1. Estrés oxidativo

En condiciones normales del organismo, se activan varios mecanismos
antioxidantes para neutralizar las especies reactivas de oxigeno (ERO) y prevenir
el dafo oxidativo. Estos mecanismos incluyen la produccién de enzimas
antioxidantes como el superdxido dismutasa, la catalasa, el glutatién peroxidasa,
entre otras. Estas enzimas desempefian un papel importante al eliminar los
radicales libres y proteger a las células y tejidos del estrés oxidativo. Cuando la
produccion de sustancias altamente reactivas como son los radicales libres,

supera la capacidad de las sustancias antioxidantes de neutralizarlas, se produce
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el estrés oxidativo. Esto puede ocurrir debido a la disminucién de los niveles de
defensas antioxidantes celulares, el aumento en la velocidad de produccién de
especies reactivas o, en ocasiones, una combinacion de ambos factores.
Afectando en forma considerable a las biomoléculas como las proteinas,
polisacaridos, lipidos y acidos nucleicos y provocando dafios celulares, la cual se
relaciona con la aparicion de numerosas patologias como: envejecimiento, cancer,
diabetes, problemas gastricas y 6seas, enfermedades cardiovasculares, dafo

inmunoldgico y otras enfermedades cronicas. 3637
2.5.2. Daino a biomoléculas por radicales libres

Se reconoce que los radicales libres participan en la destruccién de agentes
patégenos como resultado de la fagocitosis, sin embargo, también representan un
riesgo, principalmente para las células y las biomoléculas. En el ADN se puede
formar el radical peréxido, cuando el oxigeno se adhiere a sus bases nitrogenadas,
lo cual resulta en la manifestacion de mutaciones y danos estructurales, con
pérdida de la expresion o sintesis de una proteina por el dafio a un gen especifico,
modificaciones oxidativas de las bases, deleciones, fragmentaciones,
interacciones estables ADN-proteina, reordenamiento cromosémico. Los
principales aminoacidos que se ven afectados de sufrir un proceso oxidativo son
la metionina, cisteina, tirosina, triptéfano, fenilalanina e histidina, produciéndose
un cambio conformacional de la proteina y como resultado la modificacion de sus
funciones bioldgicas y su desnaturalizacion. Los lipidos son muy propensos de
sufrir procesos de oxidacion no controlada, conocido como peroxidacion lipidica.
El cual afecta los gradientes ionicos en la membrana celular, alterando la
permeabilidad de la membrana, permitiendo la entrada o salida no deseada de
sustancias, y como consecuencia, se produce edema y muerte celular.?®° Una vez
que se inicia el proceso de peroxidacion lipidica, se desencadena una cascada de
reacciones en la cual se manifiestan los radicales libres, estos radicales libres

formados presentan efectos citotdxicos, que dafian y causan la muerte celular.36:38
2.5.3. Antioxidantes

Son moléculas capaces de retrasar o prevenir la oxidacion de un sustrato que es
susceptible a la oxidacion. Esto se logra mediante la captacion de radicales libres,
actuando como donador de electrones o agentes reductores. Ademas, las
moléculas antioxidantes pueden estabilizar los hidroperoxidos o inactivar el

oxigeno singlete, que son especies reactivas y potencialmente daninas. Los
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radicales libres pueden aparecer como subproductos en todos los organismos
vivos que usan el oxigeno como productor de energia, y los cuales son
perjudiciales para la vida, a menos que existan mecanismos de defensa en las
células que los neutralicen. Estos mecanismos de defensa se conocen como
antioxidantes.?**° Para que los antioxidantes (AH), presenten una actividad
antirradicalaria debe permitir la generacion de un radical mas estable y menos
danino (RH), después que reaccione con la especie radical (R), esta reaccion se
basa en la donacién de un electron a la especie radicalaria. Teniendo finalmente
como la formaciéon de un radical derivado del antioxidante (A) que presenta

caracteristica inerte y estable.*’

e oH™*
[AH] +{R) —— /,+'
Antioxidante Especie Radical Especie
radical derivado del radical
antioxidante mas estable

Figura 7. Mecanismo antirradicalaria de los antioxidantes.*'

Los seres vivos pueden adquirir los compuestos antioxidantes a través de la dieta
que ingiere y mediante propia sintesis en el organismo; en esta razén
denominamos antioxidantes endégenos aquellas sustancias que son producidas
por las células y antioxidante exdgeno las cuales son adquiridas en la dieta. Dentro
de los antioxidantes enddgenos se encuentran las enzimas superoxido dimutasa,
glutation peroxidasa, tiorredoxina, peroxirredorxina, catalasa, glutation reductasa,
glutarredoxina y tiorredoxina reductasa, y entre los no enzimaticos se encuentran
el glutation, mioglobina, ferritina, metalotioneinas, poliaminas y CoQ. Mientras que
los antioxidantes exdgenos son adquiridos por la ingesta de frutas y verduras, en
este grupo se incluyen a los polifenoles, carotenoides, algunas vitaminas,
elementos trazas, etc. los cuales son ampliamente estudiadas en el campo

alimenticio y medicinal.*°

Entre las técnicas utilizadas para evaluar la capacidad antioxidante de algun
compuesto es el secuestro de radical libre 1,1-difenil-2—picrilhidrazilo (DPPH). El
DPPH es un radical libre y estable, que posee una fuerte tonalidad violeta el cual
en presencia de un compuesto antioxidante torna un color amarillo, quien es el
donador de un atomo de hidrogeno. La reaccién de reduccion del DPPH se

expresa de la siguiente manera.4243
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Figura 8. Reaccion del radical DPPH con un antioxidante.*

Mientras que la otra metodologia utilizada para la determinar la capacidad
antioxidante de un compuesto, es el secuestro del radical cation de acido 2,2" —
azinobis — (3 — atilbenzotiazolina) — 6 — sulfénico (ABTS"), el cual se fundamental
en la generacion del radical ABTS* a partir de su precursor. El radical ABTS*
presenta una coloracion verde azulado, con absorcion en el espectro ultravioleta-
visible a 414, 645, 734 y 815 nm. Cuando se afiade la muestra antioxidante a
analizar la coloracién de la reaccién desciende a medida que lo hace la
concentracion del radical catiénico ABTS®, midiéndose la reduccion de la
absorbancia producida. 4243

SO,
/4 Antioxidante R
(@] S- / )38 N/ N
s s NN - > S\,
/\zN—Csz «— >:N—C2H
N N ABTS
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L, ABTS' K2S0s
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Figura 9. Reaccion de radical catiénico ABTS con un antioxidante.*?

2Hs

Ambas metodologias utilizan como patrén al Trolox, el cual es un analogo sintético

hidrofilico de la vitamina E y un agente que secuestra radicales libres.*'3

CHs
HO o]
OH
H,C o] CH,
CHj
Figura 10. Estructura quimica del Trolox

(Acido 6 hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2-carboxilico)



lll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucién

Laboratorios de la E.P. de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la

Salud, Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.2. Poblacion y muestras
3.2.1. Poblacién

Tubérculos de la variedad “mashua negra” de Tropaeolum tuberosum R. & P.

cultivadas en la regiéon de Ayacucho.
3.2.2. Muestra

Dos kilogramos de tubérculos de la variedad “mashua negra” de Tropaeolum

tuberosum R. & P. el muestreo se realizd por conveniencia.

a. Criterio de inclusion:

- Tubérculos en buen estado, sin presencia de contaminantes.
b. Criterio de exclusién:

- Tubérculos maltratados, descompuestos, o con presencia de contaminantes.
3.3. Metodologia y recoleccion de datos

Fue realizado en seis fases

¢ Recoleccién e identificacion taxonémica de las muestras.

e Preparacion de las muestras.

e Obtencion del extracto hidroalcohdlico liofilizado.

¢ Identificacion de los metabolitos secundarios.

e Determinacioén de la actividad antiinflamatoria in vitro.
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e Determinacion de la actividad antioxidante in vitro.
3.3.1. Recolecciodn e identificacion taxonémica de las muestras.

Las muestras se obtuvieron muestras en la regién de Ayacucho, asegurandose de
que los tubérculos estuvieran en condiciones optimas. Luego, se procedid a

limpiarlas, desinfectarlas, secarlas y guardarlas en bolsas de tela.

Las muestras recolectadas fueron clasificadas taxonémicamente (Anexo 1) y

ademas se identifico la variedad en estudio (Anexo 2).
3.3.2. Preparacion de las muestras

Dos kg de tubérculos de la variedad “mashua negra” de Tropaeolum tuberosum
R. & P. fueron limpiados, desinfectadas y cortadas hasta obtener laminas finas,
luego ser llevaron a la estufa a 45 °C por 3 dias hasta desecacion. Finalmente, las
muestras fueron molidas hasta trituracion completa y almacenadas en un envase

translucido."
3.3.3. Obtencion del extracto hidroalcohélico liofilizado.

Segun Riojas'!, la obtencién del extracto hidroalcohdlico fue realizado bajo el

siguiente procedimiento:

e La muestra seca y pulverizada de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua
negra’, fue pesada y sometida a extraccion con alcohol al 70 %, en una
proporcion de 1 en 10, posteriormente se sometié a maceracion a temperatura
ambiente por siete dias, agitando periédicamente.

e El extracto hidroalcohdlico fue filtrado y concentrado en bafio Maria a
temperatura menor de 45 °C hasta evaporacion del solvente, posteriormente,
fueron puestos en la estufa a temperatura de 40 °C hasta sequedad completa.’

o Finalmente, el extracto hidroalcohdlico obtenido fue llevado al liofilizador
Daihan Scientific, para lo cual se tuvo que mezclar previamente con
maltodextrina, para luego ser congelado a - 60 °C por 24 horas y finalmente
sublimado a -80 °C por 48 horas a fin de obtener el extracto seco liofilizado.

3.3.4. Identificacién de los metabolitos secundarios.

Fueron determinados por el tamizaje fitoquimico propuesto por Miranda.**
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Taninos y/o fenoles

¢ Ensayo del cloruro férrico (FeCls): A una alicuota del extracto en solucion se
le afadi6 tres gotas de FeCls 5 %. El ensayo resulto positivo por la aparicion

de una coloracién rojo oscuro.
Flavonoides

o Ensayo de Shinoda: Se agregdé 1 mL de acido clorhidrico concentrado a una
porcion del extracto diluido, posteriormente se adiciond un trozo de cinta de
magnesio. Se agité bien y se dejo reposar. La prueba se considerd exitosa si

se observaba una coloracion rojo guinda.
Alcaloides

Se prepard la muestra para realizar el ensayo, colocando sobre una alicuota del
extracto en solucion, 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en agua, hasta formar una

solucién acuosa acida.

o Ensayo de Dragendorff: A la solucion acida antes preparada colocar tres
gotas de reactivo Dragendorff. Se considerd positivo por la aparicion de una

turbidez definida.

¢ Ensayo de Mayer: A la solucion acida afiadir una pisca de cloruro de sodio en
polvo, agitar y filtrar. Afadir tres gotas de reactivo Mayer. El ensayo se

considerd positivo por la aparicion de opalescencia.

o Ensayo de Wagner: A la solucion acida, afiadir tres gotas de reactivo Wagner,

fue positiva por la aparicion de turbidez definida.
Azucares reductores

¢ Ensayo de Fehling. Se disolvié una alicuota del extracto con 2 mL de agua,
se afadié 2 mL de reactivo Fehling y fue calentado en bafio maria por 5

minutos. El ensayo se considera positivo por la aparicidon de una coloracion roja.

¢ Ensayo de Benedict. 2 mL de agua fueron afiadidos a una porcion del extracto,
luego se afiadié 2 mL de reactivo Benedict y fue calentado en bafio maria por
5 minutos. El ensayo fue considerd positivo por la aparicion de una coloracion

verde, el cual significa pequefia cantidad de azucares reductores.
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Cumarinas

o Ensayo de Baljet. Se afiadié 1 mL del reactivo Baljet (compuesto por NaOH al
10 % y acido picrico al 1 % en etanol) a una porcion del extracto. La prueba se

considero exitosa si se presentaba una coloracion roja oscura.
Saponinas

¢ Ensayo de espuma. Se mezcld una porcidn del extracto con una cantidad de
agua equivalente a cinco veces su volumen, y se movié vigorosamente durante
cinco minutos. El resultado del ensayo fue positivo, ya que se observo la

formacion de espuma en la superficie del liquido durante mas de dos minutos.
Catequinas

e Ensayo de catequinas. Se utilizé un capilar para recolectar una gota del
extracto en solucion, la cual se aplico sobre un papel filtro. Luego, se agrego
una solucion de carbonato de sodio sobre la mancha y se dejé secar. Al
observar la mancha bajo luz ultravioleta, se pudo apreciar una coloracién verde

carmelita, lo cual indica un resultado positivo para la prueba.
Aminoéacidos

¢ Ensayo de ninhidrina. Se afiadié 2 mL de solucién de ninhidrina al 2 %, en
una porcién del extracto en solucion, se calentd la mezcla por 5 minutos en
bafo de agua hirviendo. El ensayo fue positivo por la formacién de un color azul

violeta.
3.3.5. Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro

Fue demostrado utilizando la metodologia de estabilizacion de la membrana de

eritrocitos humanos.
3.3.5.1. Preparacion de la suspension de eritrocitos

Se extrajeron 4 mL de sangre humana de un voluntario sano mediante una
puncion venosa. El voluntario no consumio ningun antiinflamatorio no esteroideo
ni corticoide en los 14 dias previos al ensayo. A la sangre se le adiciono una
cantidad igual de reactivo Alsever® (Sigma Aldrich), y centrifugé a 3000 rpm
durante 10 minutos. El empaquetado celular resultantes fue lavado con suero
fisioldgico al 0,9 % hasta que no queden rastros de suero en el paquete globular.
Finalmente, se prepar6 una suspension de eritrocitos a concentracion de 10 % con

suero fisioldgico. 44547
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3.3.5.2. Preparacion de la muestra problema y estandares

Se preparo soluciones del extracto a concentraciones de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0y 3,0
mg/mL en agua estéril.'* y estandares de referencia a concentracion de 1,0 mg/mL
de diclofenaco sédico 75 mg/3 mL solucién inyectable, de DIPHASAC S.A.C, y
dexametasona sodio fosfato 4 mg/2 mL solucion inyectable, de la Drogueria

Corporacion Farmasalud E.I.R.L.""45-47

3.3.5.3. Estandarizacion del método de estabilizacion de la membrana de

eritrocitos humanos

Tabla 3. Estandarizacion del método de estabilizacion de la membrana de

eritrocitos humanos.

Ensayos
Reactivos Blanco 1 2 3 4 5
Agua estéril 2 2 2 2 2 2
Buffer salino (pH=7,4) 1 1 0,75 0,5 0,25 0
Buffer en agua (pH=7,4) 0 0 0,25 0,5 0,75 1
Solucién salina 0,9 % 1,5 1 1 1 1 1
Suspension de eritrocitos 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Por un tiempo de 30 minutos fueron incubadas las mezclas en bafio maria a 37
°C, para después ser centrifugadas a 3000 rpm por cinco minutos. Por ultimo, se

determiné su absorbancia a 560 nm, se trabajé por triplicado. 4547
3.3.5.4. Procedimientos con las muestras en estudio

Tabla 4. Método de estabilizacion de la membrana de eritrocitos humanos

Ensayos
Reactivos Blanco Control Estandar Muestra
problema
Agua destilada 2 2 1 1
Muestra 0 0 1 1
Buffer salino (pH=7,4) 0,5 0,5 0,5 0,5
Buffer en agua (pH=7,4) 0,5 0,5 0,5 0,5
Solucion salina 0,9 % 1,5 1 1 1
Suspension de eritrocitos 0 0,5 0,5 0,5

Por un tiempo de 30 minutos fueron incubadas las mezclas en bafio Maria a 37
°C, para después ser centrifugadas a 3000 rpm por cinco minutos. Por ultimo, se

determino su absorbancia a 560 nm, se trabajé por triplicado. 4547

El porcentaje de proteccion de membrana se calculd con la siguiente

ecuacion; 144647
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Abs muestra

Proteccion (%) = 100 - [( ) x 100]

Abs control

Donde:
Abs muestra = Absorbancia de la muestra.
Abs control = Absorbancia del control.

Esta ecuacion muestra la conexién entre las absorbancias hemoliticas de las
pruebas y del patron de control. Se considera que el control provoca una lisis del
100 %, y se utiliza como punto de referencia para determinar el porcentaje de
eritrocitos lisados. A partir de esta diferencia, se determina el porcentaje de

eritrocitos no lisados, que simboliza la actividad de proteccion.

3.3.6. Determinacion de la actividad antioxidante in vitro
Para el ensayo se prepararon concentraciones del extracto a 0,5; 1,0 y 3,0 mg/mL

en agua.

3.3.6.1. Método de secuestro de radical libre 1,1 — difenil — 2 — picrilhidrazilo
(DPPH)

Procedimiento

Se preparo una solucion patron (SP), pesando 24 mg de reactivo DPPH, la cual
fue disuelta en 100 mL en metanol, y almacenadas en refrigeracion. La solucién
de trabajo (ST) se obtuvo mezclando 10 mL de SP y 45 mL de metanol, se realizé

la lectura a 517 nm, ajustando la absorbancia a 1,1 + 0,02 con metanol.""42

Para la curva de calibracion se pesé 12,5 mg de Trolox, para ser disuelta en 50
mL de metanol. De esta solucion se midieron 0, 1, 2, 4, 6 y 8 mL y aforando hasta
10 mL con metanol, para obtener concentraciones de 25, 50, 100, 150 y 200
pg/mL, agitando por cinco minutos, y seguir como indica el procedimiento de la

muestra.’14243

Para la preparacién de las muestras, se tomo6 150 uL de cada concentracion de
extracto diluido, y se adicion6 2850 yL de ST, se mantuvo en reposo por 30
minutos en ausencia de luz y se determind su absorbancia a 517 nm en el

espectrofotometro. Repetir la medicién por triplicado. 42

Calculos:

ADPPH (Amp - ABlanco)

%AA = X100

ADPPH
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Donde:

% AA: Porcentaje de la actividad antioxidante

Apppr: Absorbancia inicial de la solucion de DPPH

Amp: Absorbancia de la reaccion de la muestra y DPPH.
Agio: Absorbancia del blanco.

3.3.6.2. Método reaccion con radical 2,2° azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-

sulfonato de amonio) (ABTS)
Procedimiento

Solucion 1: 40,6 mg de reactivo ABTS, se disolvio hasta 10 mL con agua
destilada.4?

Solucion 2: 7 mg de persulfato potasico (K2S20s), se disolvié hasta 10 mL con

agua destilada."#2
Solucién patron (SP): se mezclo las soluciones 1y 2, y se mantuvo durante 12

Solucion de trabajo (ST): se mezcldé 1 mL de la SP con 60 mL de metanol, se
procedié con la lectura a 734 nm, ajustando la absorbancia a 1,1 £ 0,02 con

metanol.!42

Para la curva de calibracion se peso 12,5 mg de Trolox, para ser disuelta en 50
mL de metanol. De esta solucion se midieron 0; 0,5; 1; 2; 3 y 4 mL y aforando a
10 mL con metanol, para obtener concentraciones de 0; 12,5; 25; 50; 75 y 100
pg/mL, agitar por cinco minutos, y seguir como indica el procedimiento de la

muestra. 14243

Para la preparacién de las muestras, se tomd6 150 yL de cada concentracion de

extracto y se determind su absorbancia a 734 nm. Repetir la medicion por

triplicado."
Caélculos:
A (Anp, — A
% AA = ABTS ( mp Blanco) X 100
AagTs
Donde:

% AA: Porcentaje de la actividad antioxidante

AasTs: Absorbancia inicial de la solucién de ABTS
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Anmp: Absorbancia de la reaccion de la muestra y ABTS.
Agi: Absorbancia del blanco.

3.4. Tipo y disefio de investigacion

3.4.1. Tipo de investigacion

Basica — Experimental.

En base a lo planteado por Hernandez et al.*’, la investigacion es de tipo
experimental, debido a que se produce una manipulaciéon de la variable
independiente (Concentracion de los extractos utilizados) y la posterior medicion

de la variable dependiente (Actividad antiinflamatoria y antioxidante).
3.4.2. Diseino de investigacion

Tipo experimental con posprueba unicamente y grupo control, que de manera

simbodlica se expresa de la siguiente manera:

RGc - Oc
RGst Xst Ost
RGv Xv Ov

Donde:

Gc: Grupo control

Gst: Grupo estandar

Gi: Grupo de investigacion

Xst: Tratamiento del estandar

Xv: concentracion del extracto para el estudio.
O: Observacion

---2 Ausencia de estimulo
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3.5. Andlisis de datos

Los resultados se presentaron en forma de tablas y figuras de barras, y fueron
sometidos a andlisis estadisticamente haciendo uso del programa
estadistico SPSS (version 29.0). Se calcularon las medias y desviaciones
estandar. Las diferencias significativas entre los grupos se evaluaron mediante
el analisis de varianza (ANOVA) con un nivel alfa del 95 %, y la prueba de post
hoc de Tukey que determinar la similitud entre las medias de los grupos de

investigacion y los estandares.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 5. Identificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P.
“‘mashua negra”. Ayacucho 2023.

Metabollt_o Ensayo Resultado Observacion
secundario
Compu_estos FeCls 1 % +++ Azul oscuro
fendlicos
Flavonoides Shinoda +++ Rojo guinda
Dragendorff ++ Turbidez
Alcaloides Mayer + Opalescencia
Wagner ++ Turbidez
Fehling "+ CoIorgmon
roja
Azucares
reductores Coloracion
Benedict + verde
Cumarinas Baljet ++ Coloracion
roja oscura
Saponinas Espuma +++ Formacién de
espuma
Coloracion
Catequinas Catequinas ++ Verde
carmelita
Aminoécidos Ninhidrina - Coloracion
azul
Leyenda:

(+++) : Abundante cantidad
(++) : Regular cantidad

(+) : Poca cantidad
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Figura 11. Actividad antiinflamatoria expresado en porcentaje de proteccion de

membrana de eritrocitos humanos del extracto hidroalcohdlico liofilizado de los
tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”. Ayacucho 2023.

33



98,20

100.00 92,87
90.00
80.00 72.32
67,51
70.00
58,06
60.00
50,18
50.00 43,26
40.00 35 49
30.00
20.00
10.00

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

0.00
N AV
PP PN I
X QQ O3 QQ QQ QQ QQ QQ
\ QY Q" Qv Q (\)) O O
S N R &S
E Trolox @ Extracto

TRATAMIENTO
ANOVA (p=0,001)
Figura 12. Porcentaje de la actividad antioxidante por el método DPPH del

extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R.
& P. “mashua negra”. Ayacucho 2023.

34



100.00 93,81

80.00 2139
64,11
60.00
47,44
37,02

40.00 3221

23,86
20.00 13,71 I

0.00 l

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

N N\ N\ N\ N\ N N N
P PPN & &
¥ o¥ o¥ o¥ oY oY oY oY
Ry Ry [S}) \oX) Q" QY QY O
v 3 A RS S
E Trolox @ Extracto

TRATAMIENTO

ANOVA (p=0,001)
Figura 13. Porcentaje de la actividad antioxidante por el método ABTS del extracto
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Tabla 6. Actividad antioxidante equivalente a trolox del extracto hidroalcohdlico
liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra” por
el método DPPH y ABTS (umol TE/g de muestra). Ayacucho 2023.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (umol TE/g de muestra)

Extracto liofilizado de DPPH ABTS

Tropaeolum

tuberosum R. & P. 157,07 + 1,926 190,06 + 1,714

“mashua negra”
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V. DISCUSION

Son diversas las propiedades que se le atribuyen a las mashua debido al alto valor
alimenticio y medicinal de sus tubérculos, siendo utilizado desde las épocas pre-
incaicas y del imperio incaico. De acuerdo a los conocimientos ancestrales, la
mashua presenta una amplia aplicacion en la medicina tradicional utilizandose
para tratar enfermedades renales, como diurético, previene la inflamacion de la
préstata, también la anemia, ademas se le han atribuido propiedades antibidticas,
nematicidas, excelente antioxidante, ademas de prevenir el envejecimiento.*"49
Flores et al."®, mencionan en su estudio que la poblaciéon de adultos mayores de
las provincias de Yunguyo, Chucuito y El Collao de la regién de Puno, utilizan la
mashua cultivada para prevenir la prostatitis, mientras que hacen referencias que
la mashua silvestre es la que presenta las propiedades curativas. Mientras que
Chirinos y Miramira®®, evaluaron la actividad hipoglucémica de la variedad negra
y amarilla chaucha de la mashua en ratas Wistar. Mostrando que la variedad negra
presenta actividad hipoglucemiante semejante al control positivo tratado con
insulina glargina. Sin embargo, en las ultimas décadas, la demanda de la mashua
parece haber disminuido, debido a su menor presencia en los mercados de las
ciudades. Pero aun, esta disponible en pequefias cantidades en los mercados
rurales.*® También en el estudio realizado por Aruquipa et al.®!, mencionan que las
propiedades nutricionales y medicinales de la mashua no son conocidas ni
valoradas sobre todo por la poblacién joven, su consumo mas frecuente es por
parte de las personas mayores que destaca estas propiedades. Por lo cual el
desarrollo del presente trabajo pretende revalorar e impulsar el consumo de la
mashua y darle mayor sustento cientifico a las propiedades medicinales que se le

han reconocido.

El Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavon, manifiesta una gran variedad genética

expresada en la diversidad de colores de sus tubérculos®, y la gran cantidad de
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componentes bioactivos que presentan, como son los compuestos fendlicos,
flavonoides, antocianinas, carotenos y glucosinolatos.®> En la Tabla 5. Se
presenta la identificacion de los metabolitos secundarios en el extracto de la
mashua negra, identificandose en forma cualitativa metabdlicos como los
Compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, azucares reductores, cumarinas,
saponinas, catequinas y aminoacidos. Vilchez®, también identificé la presencia
taninos, flavonoides, aminoacidos, alcaloides, al realizar el tamizaje fitoquimico en
el extracto de mashua que se cultivd en cuatro lugares de la region Ayacucho.
Destacandose sobre todo la identificacion de los compuestos fendlicos y
flavonoides, ya que son compuestos reconocidos por sus diversas propiedades en
las que incluye su capacidad antioxidantes y antiinflamatorias, lo cual explicaria el
uso en la medicina tradicional de plantas con alto potencial de contener estos
bioactivos.*® También mencionar que existe diferencias en cuanto a la abundancia
de estos metabolitos segun la variedad analizada. En la investigacion de Feliciano
et al**, hace referencia que las variedades morada y negra de la mashua
presentan cantidades considerables de compuestos bioactivos en los que se
incluyen los polifenoles, las antocianinas, los carotenoides, los glucosinolatos.

Siendo estas las responsables de dotarle su capacidad antioxidante.

Una metodologia importante para la determinacién de la actividad antiinflamatoria
de algun compuesto es la estabilizacion de la membrana de eritrocitos humanos,
el cual se fundamenta en la utilizacion de una solucién hipotdnica como agente
hemolitico, y mediante el cual se permite determinar la accion protectora que
pueda tener la sustancia en analisis."" Se reconoce que la membrana de los
eritrocitos es muy similar de la membrana lisosémica, siendo estas las afectadas
en la reaccién inflamatoria, iniciando desde esta idea, podemos extrapolar la
proteccion de la membrana de los eritrocitos con la proteccion de la membrana
lisosomal. Cuando ocurre algun dafio en la membrana de los lisosomas, se libera
la fosfolipasa A2, que origina la formacién de mediadores de la inflamacion en los
macrdéfagos y neutrofilos, por hidrolizar a los fosfolipidos de la membrana, dentro
de estos mediadores se incluyen a la histamina, prostaglandinas y leucotrienos,
etc. Por lo tanto, la proteccion de la membrana impide la lisis y la expulsion del
contenido citoplasmatico, impidiendo en consecuencia el dafio en los tejidos y el
desarrollo de la inflamacién. Entonces, los compuestos que pueden impedir la

hemolisis también pueden proteger la membrana de los lisosomas.?*5°
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En la figura 11, se presenta la actividad antiinflamatoria en porcentaje de
proteccion de la membrana de eritrocitos humanos, por accion del extracto
liofilizado de los tubérculos de la mashua negra a concentraciones de 0,1; 0,25;
0,5; 1,0y 3,0 mg/mL y los dos estandares de referencia que son la dexametasona
y el diclofenaco ambas a concentracion de 1,0 mg/mL. Se muestra que la
concentracion del extracto a 1,0 mg/mL presenta un porcentaje de proteccién de
34,61 %, inferior al estandar diclofenaco con 53,54 % de proteccién y superior al
estandar dexametasona que registro un 33,19 % de proteccion, mientras que la
concentracion del extracto a 3,0 mg/mL, es la que registrd el mayor porcentaje de
proteccion con un 78,70 %. Por otro lado, las demas concentraciones del extracto
evaluadas (0,1; 0,25 y 0,5 mg/mL), registraron valores inferiores de porcentaje de
proteccion (13,65 %; 21,73 % y 24,61 %), de esta forma se entienda que segun
se incrementa la concentracion de los extractos también se incrementa su
actividad protectora de la membrana de los eritrocitos, estos resultado estan en
linea con lo mostrado, por Aguilar*®®, debido que al incrementar la concentracién
de los compuesto fendlicos de senecio rufescens DC, también se incrementa la
inhibicion de la hemdlisis de eritrocitos, alcanzado un 87,79 % de proteccién
usando una dosis de 5 mg/mL, superior a los estandares dexametasona 1 mg/mL
(56,81 %) y diclofenaco 1 mg/mL (61,96 %). De igual forma, Mendoza', hace
referencia en su estudio que la actividad inhibitoria de la hemolisis de eritrocitos
es dependiente de la concentracion del extracto, debido a que utilizando
concentraciones inferiores a 5 mg/mL del extracto de quinua, no se lograba
conseguir resultados protectores. Al realizar el analisis de varianza (Anexo 22),
se determina que existe diferencia significativa entre los grupos (p<0,05), y con la
prueba post hoc de Tukey (Anexo 23) se registra que solo la concentracion del
extracto a 1,0 mg/mL, es estadisticamente semejante al estandar dexametasona.
Como no se tiene registro de estudios fuera de un organismo vivo, que permita
determinar el efecto antiinflamatoria de la mashua, no se puede realizar
comparaciones, sin embargo, si se reportan estudios in vivo, como el de Ibarra®’,
quien determind en su investigacion, que el extracto hidroalcohdlico de la mashua
a concentraciones de 1 % y 2,5 %, presentan a las cinco horas después de la
induccién de inflamacion en las ratas de prueba, una actividad antiinflamatoria de
95,0 % y 97,5 % respectivamente, similar al del estandar utilizado (97,3 %) que
fue el diclofenaco al 1 %. De igual forma Jimenes et al.®8, determinaron mediante

el mismo método in vivo, que la variedad rosa de la mashua a dosis de 500 mg/kg,
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a la quinta hora de estudio, presenta una actividad antiinflamatoria comparable
con la indometacina, con porcentajes de inhibicion del edema, superiores al 50 %.
Segun estos antecedentes si bien se estan utilizando otra metodologia, en ambas
se concluyen mencionando que la especie Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavon,
si presenta actividad antiinflamatoria, la cual puede ser superior o inferior de
acuerdo a la variedad que se esta evaluando y el contenido de componentes
bioactivos, que le dotan de esta propiedad. Es asi que Linares y Vicente®, al
evaluar la cantidad de polifenoles totales y su efecto antiinflamatoria, de las
variedades roja y purpura de la mashua, determinaron que la variedad roja es la
que contiene mayor cantidad de polifenoles totales y por tanto mayor actividad
antiinflamatoria, que la variedad purpura, pudiendo afirmar que son los
compuestos fendlicos los que le brindan su actividad antiinflamatoria, y esta

aumenta al incrementar la cantidad de estos metabolitos secundarios.

La accién antiinflamatoria que presentan las plantas se debe al contenido de
compuestos fendlicos, en especial los de tipo flavonoides, esta propiedad se
atribuye en gran parte a su capacidad antioxidante al neutralizar los radicales
libres y prevenir el estrés oxidativo, un factor clave en el proceso inflamatorio.
También, actdan inhibiendo enzimas que promueven la produccion de la
inflamacion, como la ciclooxigenasa-2, lipooxigenasa y fosfolipasa A2. Enzimas
estan involucradas en la produccién de eicosanoides, moléculas que promueven
la inflamacién. Ademas, estos compuestos fendlicos pueden modular la respuesta
inmune y la inflamacién al interactuar con diferentes células como son los linfocitos
y macrofagos, y modulando la actividad y produccion citocinas, proteinas claves
en la respuesta inflamatoria.?®¢' Se ha reportado que los compuestos fendlicos
pueden tener efecto inhibidor de ciertas citocinas proinflamatorias, como es el
caso del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina-1 (IL-1) y la
interleucina-6 (IL-6). Esto se cree que es parte de la razén por la cual los
compuestos fendlicos pueden tener efectos antiinflamatorios. Ademas, promover
la produccion de citocinas antiinflamatorias como la interleucina-10 (IL-10), que

también ayuda a reducir la inflamacion.®?

Mientras que la determinacion de la actividad antioxidante del extracto de los
tubérculos de la mashua negra, fue realizado mediante dos metodologias, el
método DPPH y el método de ABTS. El primero se basa en el secuestro del radical
libre DPPH, este ensayo permite realizar la medicion de la capacidad antioxidante
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de algun compuesto, espectrofotométricamente y siguiendo la reduccion de la
absorbancia a 517 nm. El método se fundamente en que el radical DPPH presenta
un electron desapareado, y cuya solucion se presentar con una coloracién azul-
violeta, llegando a decolorarse hasta amarillo palido en presencia de una

sustancia antioxidante que es el donador de un atomo de hidrogeno.4263

La figura 12, muestra el porcentaje de actividad antioxidante del extracto
liofilizado de los tubérculos de mashua negra utilizando la metodologia de DPPH,
registrando que la actividad antioxidante esta en aumento, segun se incrementa
la concentracion del extracto, siendo la concentracion de 3,0 mg/mL la de mayor
capacidad de captacion del radical libre con un 72,32 %; en comparacion con las
concentraciones de 0,5 mg/mL y 1,0 mg/mL donde se obtuvo valores de 43,26 %
y 58,06 % respectivamente. Ademas, en el anexo 14, se muestra la reaccion
positiva entre el radical DPPH y el compuesto antioxidante, con el cambio en la
coloracion inicial de azul-violeta hasta amarillo. En el andlisis de varianza (anexo
25) se muestra una clara diferencia significativa (p<0,05) entre las medias

evaluadas.

Mientras que la metodologia de secuestro del radical cationico ABTS, se basa en
la reaccion del radical ABTS* con un antioxidante presente en la muestra. La
reaccion entre el ABTS vy el persulfato de potasio, como agente oxidante, produce
la formacion del radical catiéonico ABTS*, presentando un intenso color verde-
azulado. En la reaccion con un antioxidante, el radical ABTS* se reduce (gana
electrones) y produce una disminucion en su coloracion, el cual puede ser medida
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 734 nm. La diminucién en la
absorbancia esta relacionada con la capacidad antioxidante de la muestra.54-66

En la figura 08, se muestran los porcentajes de actividad antioxidante del extracto
liofilizado, utilizando el método ABTS, siendo la concentracion de 3,0 mg/mL la de
mayor actividad, como en el método DPPH, obteniendo un valor de 93,81 %,
bastante superior en comparacion de las concentraciones de 0,5 mg/mL y 1,0
mg/mL los cuales obtuvieron valores de 32,21 % y 64,11 % respectivamente.
Ademas, que en el anexo 18, se muestra la reaccion positiva entre el antioxidante
y el radical ABTS, de coloracion inicial verde azulado, el cual va cediendo segun
se incrementa la concentracion del extracto evaluado. Al realizar el analisis de
varianza (anexo 26), se muestra diferencia significativa (p<0,05), entre las medias

evaluadas.
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Finalmente, en la tabla 6, se presenta la actividad antioxidante del extracto
liofilizado en unidades de equivalente Trolox, teniendo un valor de 157,07 £ 1,926
pmol TE/g utilizando la técnica de DPPH, mientras que con la técnica ABTS se
obtuvo un valor de 190,06 + 1,714 uymol TE/g. Como se puede apreciar con la
metodologia ABTS, se obtiene mayor actividad antioxidante, esto se explica
debido a que el ABTS permite apreciar antioxidantes hidrofilicos y lipofilico en la
muestra, debido a que es soluble en medios organicos y acuosos.®” Taipe?, al
estudiar las variedades amarillo zapallo y negra de la mashua, en estados fresco,
soleado y cocido, hace énfasis que la variedad negra posee mayor actividad
antioxidante en los tres estados evaluados, con valores de 109,24; 114,50 y
110,83 pmol TE/g respectivamente, pero inferiores a los obtenidos en nuestros
resultados. Mientras que la variedad amarillo zapallo, obtuvo resultados inferiores
de 15,38; 20,83 y 19,46 umol TE/g también en los tres estados. Siendo la variedad
negra es la que presenta una notable diferencia antioxidante en comparacién de
variedad amarilla zapallo, ademas se menciona que entre los tres valores
obtenidos de cada variedad existe diferencia significativa (p<0,05), indicando que
la exposicidn al sol de los tubérculos afecta a su capacidad antioxidante, siendo
este el de mayor valor. Mientras que en el trabajo presentado por Penafiel y
Castro®®, evaluaron el efecto antioxidante de la mashua negra recolectada en la
region cusco, utilizando el método DPPH, el cual presentan un valor de 183,76
pmol TE/g de extracto, y mediante el método ABTS fue de 1801 uymol TE/g de
extracto, ambos resultados fueron superiores a los reportados en nuestra
investigacion. La altitud de la region donde fueron cultivadas los tubérculos puede
influencias su capacidad antioxidante, esta afirmacion es demostrada por Anaya®,
quien cuantificé la cantidad de polifenoles totales y la actividad antioxidante de la
mashua negra en tres altitudes en la regién Huanuco, muestra que a altitud de
3463 msnm el extracto de mashua, presenta superior efecto antioxidante con un
valor de 1562,67 umol TE/g de muestra, con el método DPPH y de 1069,48 umol
TE/g de muestra con el método ABTS, para las otras altitudes evaluadas de 3814
y 4039 msnm los resultados fueron inferiores, y estos resultados estan en relacion
a la cantidad de polifenoles cuantificados siendo el cultivo a altitud de 3463 msnm,
la que registra mayor cantidad con 365,54 ug AGE/g de muestra.

Varios estudios evidencian que los compuestos fendlicos cumplen una funcion
como antioxidante mediante la restauracién de enzimas antioxidantes, inhibir las

oxidasas, que son enzimas que promueven la formacion de radicales libres o
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neutralizando especies reactivas de oxigeno, atenuando de esta forma el estrés
oxidativo, condicion que se asocia al desarrollo de diversas enfermedades
incluyendo las inflamaciones. Por el alto potencial redox que presentan los
compuestos fenolicos, al actuar como agentes reductores y donar electrones, se
les considera como importantes antioxidantes.”® Como se menciona en diferentes
estudios y segun nuestros resultados obtenidos, la mashua presenta buena
actividad antioxidante esto se debe principalmente a los compuestos fendlicos
identificados en el extracto, los cuales como componentes bioactivos, presentan
diversas actividades entre las que se incluye su neta actividad antioxidante debido

a su capacidad para secuestrar los radicales libres.*°

El presente trabajo pretende dar mayor sustento cientifico al uso médico que se
le atribuye a la mashua, ademas de revalorar su consumo como producto de alto
potencial nutricional y medicinal, debié a que su consumo en la actualidad se ha
visto reducido drasticamente, sobre todo por desconocimiento de nuestra

poblacion mas joven.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua negra” presenté actividad antiinflamatoria y
antioxidante in vitro.

Los metabolitos secundarios identificados en el extracto hidroalcohdlico
liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua negra”
fueron: compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, azucares reductores,
cumarinas, saponinas, catequinas y aminoacidos.

El extracto hidroalcohdlico liofiizado de los tubérculos de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua negra” presentd actividad antinflamatoria
expresada como proteccion de la membrana de eritrocitos, estadisticamente
similar a la dexametasona a la concentracion de 1 mg/mL y a 3 mg/mL fue
superior al diclofenaco y dexametasona.

El extracto hidroalcohdlico liofiizado de los tubérculos de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua negra” presento actividad antioxidante de 157,07
pmol TE/g de muestra, con el método de radical DPPH y 190,06 umol TE/g de
muestra, con el método de radical catiéon ABTS.
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VIl. RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios in vivo en animales de investigacion, evaluando
tanto la actividad antiinflamatoria como la antioxidante, de tal forma que se
permita reconocer los efectos fisioldgicos de sus componentes bioactivos.

Continuar los estudios con otras variedades de la mashua, que permita

caracterizar cuales presentan mayor potencial terapéutico.

Realizar preparados farmacéuticos a base de Tropaeolum tuberosum R. &
P. “mashua” de tal manera que sus propiedades medicinales sean mejor

aprovechadas.

Incentivar y promover el consumo de la mashua sobre todo en la poblacion
mas joven, ya que es una fuente importante en compuestos fendlicos, que
permiten la prevencion de multiples enfermedades degenerativas, como

son enfermedades cardiacas, diabetes, cancer, Alzheimer, Parkinson, etc.
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Anexo 1

Constancia de identificacion botanica de Tropaeolum tuberosum R. & P. “mashua

negra”.

CONSTACIA

LA EBIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EMN
TAXONOMIA ¥ SISTEMATICA DE PLANTAS DE.JA CONSTACIA:

e, la Bach. En Farmacia v Bioguimica, 50t Tania Targila VILA S05A, ha
solicitado Ia idenfificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el =istema de
Clasificacion de Cropouist. 8. 1935, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION i MAGHOLIOPHYTA
CLASE el MAGHOLIOPSIDA
SUB CLASE il ROSIDAE
OREDEM 35 GERAMIALES
FAMILIA =) TROPAEOLACEAE

GENERD s Tropasolum
ESPECIE 25 Tropaenfum ubarmsum R. & P,
[ B B, “mashua negra”

Se expide la presente constancia a solicitud de la inferesada para los
fines que estime conveniente.

Ayacucho, 10 de QOctubre del 2023

i l

- ]
-1£ :":frz.n_._;ii =
LALRS AUCASIME MEDIMA

BIOLDOA
Rag. TP M- 580 CR - X0
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Anexo 2

Certificado de identificacion de la variedad mashua negra de Tropaeolum

tuberosumR. & P.

] e B,

FL QUIEN SUSCRIBE, PROFESOR DE LA CATEDRA DE TURERDSAS ¥
GRANOS ANDINOS DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE AGRONOMIA DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE 5AN CRISTORBAL DE HUAMANGA:

CERTIFICA:

Que, la Bachiller TANIA TARCILA VILA SD8A de la Fscuela Profesional de Farmacia
y Bioguimica ha solicitado la identificacion de una muestra de mashua negra Tropaeolum

uberasum Ruiz & Pav., la que fue identificado como sigue:

Muestra 1: Ecotipo de Mashua Negra
Procedencia: Huamanguilla-Huanta
Forma de los tubérculos: conicas
Tamafio de tubérculos: medianos
Color de pulpa: blanco manchado de color azul-morado en la parie apical

Se expide ¢l presente certificado a solicitud de la interesada para los fines que estime
conveniente,

Ayacucho, 27 de setiembre de 2023

Catedra de Tuberosas
y Granos Andinos

59



Anexo 3

Diagrama de flujo para la obtener el extracto hidroalcohdlico liofilizado.

Pesas 130 g de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua
negra” seco y pulverizado

4 )

Concentrar el

temperatura
menor a 45 °C

-

Extraccion

~

-

Filtrado

-

extracto en bano
maria hasta
evaporacion en

Concentrado

- J

w
0}
(o]
Q
Q
o

Liofilizado

4 )

Usando alcohol al 70
% en una proporcion
de 1:10, durante siete
dias con agitacion
periodica )

Colocar en
estufa a 40 °C,
hasta sequedad

total
Mezclar con
maltodextrina,
posteriormente
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congelar a -60 °C
por 24 h, y sublimar

a-80 °C por 48 h
\_ J/




Anexo 4

Preparacion de la muestra para la obtencién del extracto hidroalcohdlico liofilizado.

A: Tubérculos de mashua recolectados, B: Lavado y desinfeccion de los
tubérculos, C: Tubérculos trozados en forma transversal. D: desecacién de los
tubérculos a 45 °C, E: tubérculos secos de mashua, F: Proceso de trituracion.
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Anexo 5

Obtencion del extracto hidroalcohdlico liofilizado

G

A: Preparacion de alcohol al 70%, B: mezcla del alcohol 70% con la mashua seca
y molida (1:10), C: Extracto hidroalcohdlico de mashua macerado por 7 dias, D:
Filtrado del extracto, E: Concentrado en bafo maria a 45 °C, F: Extracto
hidroalcohdlico, G: Proceso de liofilizacion del extracto.
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Anexo 6

Resultados de identificacion de los metabolitos secundarios.

Compuestos Flavonoides c _ Baiet
fendlicos (FeCls) (Shinoda) umarinas (Baljet)

Alcaloides
(Dragendorff) Alcaloides (Wagner) Alcaloides (Mayer)
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Anexo 6

Resultados de identificacion de los metabolitos secundarios. (continuacion)

Azucares reductores
(Fehling)

Azucares reductores
(Benedict)

Saponinas
(Espuma)

Catequinas
(Catequinas)

Aminoacidos
(Ninhidrina)
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Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro.

Anexo 7

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VITRO

v

\ 4

¥

CONTROL ESTANDAR MUESTRAS
A 4 y ¥ v 4 v v ¥
Agua: 2 mL
Muestra: - E1 E2 M1 M2 M3 M4 M5
) 4 y v l l
Reactivos:
Agua: 1 mL

Muestra: 1 mL

Buffer salino (pH 7,4): 0,5 mL

Buffer en agua (pH 7,4): 0,5 mL

Solucién salina 0,9 %: 1 mL

Suspension de eritrocitos: 0,5 mL

!

INCUBAR

!

—’[ En Bafio Maria por 30 minutos ]

CENTRIFUGAR

!

_’[ A 3000 rpm por cinco minutos ]

LEER

_’[ En el espectrofotdmetro a 560 nm ]

65




Anexo 8

Preparacion de la suspension de eritrocitos en la determinacion de la actividad
antiinflamatoria.

Extrae 4 mL de sangre + 4 mL de
reactivo Alsever y centrifugar a
3000 rpm por 10 min

Lavamos el empaquetado Preparar una suspensién de
globular con suero eritrocitos al 10% con suero
fisiologico 0,9%, hasta fisiologico 0,9%

eliminar el suero
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Anexo 9

Estandarizacion del método de proteccion de membrana de eritrocitos para

determinar la actividad antiinflamatoria in vitro.

Hemodlisis de eritrocitos

Absorbancia de cada tubo analizado

TUBOS
1 2 3 4 5
0,187 0,319 1,021 1,233 1,530
Absorbancia 0,165 0,302 1,131 1,399 1,331
0,153 0,354 1,114 1,403 1,634
PROMEDIO 0,168 0,325 1,089 1,345 1,689
DE 0,017 0,027 0,059 0,097 0,152

Leyenda; DE: Desviacién estandar.
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Anexo 10

Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro.

Medicion del pH para el Buffer salino
y Buffer en agua (pH 7.4)

Adicionando las soluciones
preparadas, estandar, y muestras en
los tubos segun la Tabla 6.

Incubando a 37 °C en bafo
maria por 30 minutos

68
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Anexo 11

Resultados de la determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro.

Prevencion de la hemdlisis
por cada muestra analizada

Absorbancias a 560 nm y porcentaje de proteccién de membrana en cada repeticion de las muestras

ESTANDARES EXTRACTO LIOFILIZADO
Cc 1 2 3 4 5 6 7
CONTROL  DEXAMETASONA DICLOFENACO 0,1 mg/mL 0,25 mg/mL 0,5 mg/mL 1 mg/mL 3 mg/mL
1 mg/mL 1 mg/mL

Abs Abs % Abs % Abs % Abs % Abs % Abs % Abs %

1,007 0,715 33,591 0,503 53,282 0,915 15,015 0,856 20,495 0,805 25,232 0,695 35,449 0,248 76,966

1,124 0,720 33,127 0,500 53,560 0,931 13,529 0,852 20,867 0,815 24,303 0,707 34,334 0,219 79,659

1,099 0,723 32,848 0,530 50,774 0,943 12,415 0,820 23,839 0,809 24,861 0,710 34,056 0,221 79,474
X 1,077 0,719 33,189 0,511 52,539 0,930 13,653 0,843 21,734 0,810 24,799 0,704 34,613 0,229 78,700
DE 0,062 0,004 0,375 0,017 1,535 0,014 1,305 0,020 1,833 0,005 0,467 0,008 0,737 0,016 1,504

Leyenda; X: Promedio, DE: Desviacion estandar, %: Porcentaje de proteccion de membrana, Abs: Absorbancia.
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Anexo 12

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad antioxidante por el método
DPPH.

[ METODO DPPH ]

!

¥

¥

!}

3

de la muestra

70

4 ) 4 ™ 4 ™
Solucion Solucién Curva de Preparacion
patrén (SP) trabajo (ST) calibracion de la muestra
\ J \ J \ J
( ) 4 ~\ e B
Pesar 24 Tomar 10 Pesar 12,5 Preparar
mg de mL de SP mg de soluciones del
DPPH y mezclar Trolox extracto a
con 45 mL concentracion
, N de metanol eSBdg 0,5; 1i_0
y 5,U mg/m
Aforar hasta Aforar a 50 \ )
100 mL con 4 \ mL COﬂI - | \
; metano
metand Medir la Medir 150 pL
absorbancia de la solucién
\ a 517 nm del extracto
4 N\ \. )
Medir O; 1; |
Guardar en 4 N\ 2;4:6y8 r \
refrigeracion
9 Ajustar a 1,1 mL Agregar 2850
\ / +/-0,02 de ‘—I—/ uL de ST
absorbancia \. | J
con metanol Aforar a 10 4 N
;} mL con Reposar  por
metanol y 30 minutos en
mezclar la oscuridad
por 5 min I
Medir la
_ absorbancia a
Continuar como 517 nm
el procedimiento \_ y.




Anexo 13

Curva de calibracién de Trolox en el método DPPH.

Curva de calibracion

Absorbancia a 517 nm y porcentaje de actividad antioxidante

Concentracion

Tubo Absorbancia %AA
(ng/mil)
1 0 0,894 19,314
2 25 0,749 32,401
3 50 0,552 50,181
4 100 0,36 67,509
5 150 0,079 92,870
6 200 0,020 98,195

Absorbancia Del DPPH: 1,108

Leyenda; AA: Actividad antioxidante
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Absorbancia

Anexo 13

Curva de calibracién de Trolox en el método DPPH (Continuacion).

®

08 .
o.,..
o o y =-0,0045x + 0,8374
N R?=0,965
0.4
[ LN
0.2
o
0 ., ©

0 50 100 150 260 250

-0.2

Concentracion de Trolox pg/mL
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Anexo 14

Actividad antioxidante por el método DPPH.

Absorbancia a 517 nm y porcentaje de actividad antioxidante en cada repeticion

de las muestras

Concentracion 0,5 mg/mL 1 mg/mL 3 mg/mL

Tubo 1 2 3

Abs %AA Abs %AA Abs %AA
0,613 44,675 0,441 60,199 0,300 72,924
0,650 41,336 0,481 56,588 0,307 72,292
0,623 43,773 0,472 57,401 0,313 71,751

Promedio 0,629 43,261 0,465 58,063 0,307 72,323

DE 0,019 1,727 0,021 1,894 0,007 0,587

Absorbancia Del DPPH: 1,108

Leyenda; Abs: Absorbancia, AA: Actividad antioxidante, DE: Desviaciéon
estandar.
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Anexo 15

Determinacioén de la actividad antioxidante por el método DPPH

Ajuste de la absorbancia del
Peso de 24 mg de DPPH y aforamos JS;;'H iae;t:\ 15?-_3?(36026

en 100 mL con metanol

Preparacioén de la curva de Preparacion de las soluciones del
calibracion de Trolox extracto a 0,5; 1,0 y 3,0 mg/mL

Reaccion de las soluciones de B B
Trolox con el DPPH Reaccién de la solucién del
extracto con el DPPH
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Anexo 16

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad antioxidante por el método
ABTS.

METODO ABTS

]
] ! 1

-
Solucion Solucion Curva de Preparacion
patrén (SP) trabajo (ST) calibracion de la muestra
) ¥
(T 1 mL P
i6 Solucién 2 omar 1 m reparar
(Ssﬁl)lchl)c;r;;r (S2): Pesar de SPy PegarT12i5 soluciones del
40.6 mg de 7 mg de mezclar con mg de lrolox extracto a
ABTS persulfato 60 mL de concentraciones
de potasio metanol de0,5;1y 3
mg/mL
r 1 ~ Aforar a 50 I
Aforar a 10 Aforar a 10 Medir Ia nTeLtacr?gl
mL con agua mL con agua abs%td)fanma a Tomar 150 pL
\ nm y (:: de la solucién
| del extracto
Ajustara 1,1 M1e_d2"f g Of’ |
Mezclar S1y +/- 0,02 14 Ly r
S2y dejar absorbancia m Agregar 2850
reposar 12 h hasta con \. _J pL de ST
(SP) metanol \
—

( Aforar a 10 ) 7
mL con Reposar por 2 ]

metanol y horas en la
mezclar por oscuridad
5 min \,

\.

\.

) Medir la
Seguir como absorbancia a
el 734 nm
procedimiento
de la muestra

J
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Anexo 17

Curva de calibracién de Trolox por el método ABTS.

Curva de calibracion

Absorbancia a 734 nm y porcentaje de actividad antioxidante

Concentracion

Tubo Absorbancia %AA
(vg/mL)

1 0 1,022 6,581
2 12,5 0,944 13,711
3 25 0,833 23,857
4 50 0,689 37,020
5 75 0,575 47,441
6 100 0,313 71,389

Absorbancia del ABTS: 1,094

Leyenda; AA: Actividad antioxidante

76



Anexo 17

Curva de calibracion de Trolox por el método ABTS. (Continuacion).

o
™

.......... R? = 0,9851

o
o

Absorbancia

©
~

©
(N

0 20 40 60 80 100
Concentracion de Trolox pug/mL
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Anexo 18

Actividad antioxidante por el método ABTS.

Absorbancia a 734 nm y porcentaje de actividad antioxidante en cada repeticion
de las muestras

Concentracion 0,5 mg/mL 1,0 mg/mL 3,0 mg/mL

Tubo 1 2 3

Abs %AA Abs %AA Abs %AA
0,747 31,718 0,379 65,356 0,060 94,516
0,756 30,896 0,412 62,340 0,066 93,967
0,722 34,004 0,387 64,625 0,077 92,962

Promedio 0,742 32,206 0,393 64,107 0,068 93,815

DE 0,018 1,610 0,017 1,574 0,009 0,788

Absorbancia del ABTS: 1,094

Leyenda; Abs: Absorbancia, AA: Actividad antioxidante, DE: Desviacién
estandar.
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Anexo 19

Determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS

Solucion Patrén (SP), Solucion Trabajo (ST),
reposado durante 12 horas ajustar la absorbancia del
ABTS hasta 1,1 +/- 0,02

Masvws  Pegra

,'QS““Z\/“‘\ : .4,ma/'m\ 3 3’“3/“\(

Preparacion de la curva de

calibracion de Trolox Reaccién de la solucién del

extracto con el ABTS

Reaccién de la solucion del
extracto con el ABTS

Reaccién de la solucion de
Trolox con el ABTS
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Anexo 20

Reacciones quimicas del tamizaje fitoquimico

Prueba de R
. o R
saponinas \\( o
o +HO —— \\( + MO
\\ OH OH
CHg
Prueba de 0 0\ /0
ninhidrina // oH T NH
HN—C—C00 ——> -
O+ NS N + CO,(g)+RCHO+H,0+2H,0
\ R 00
0
Prueba de
Baljet
NO,
NaOH 10% ) )
o —_— Colorrojo - naranja
I
R
Prueba de
Wagner
K—I
= I\{ R +  Kk—i
= CHs l
N
Alcaloide 12 Precipitado marrén
Prueba de o) /H
Fehling H o
\
O
w A CN
+ 2cu Alcali 0 "+ cuo
H “""O\
H
0
H
Prueba de o] o
R OO
OH OH
OH ) Coloracién rojiza
Flavonoide
Prueba de OH OFeCl ,
Cloruro
férrico
+ FeClg — + HCI

Coloracion rojiza
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Anexo 21

Prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas de la prueba de proteccion

de membrana de eritrocitos humanos.

Prueba de normalidad

Tratamiento Shapiro-Wilk gl Sig.
Actividad Dexametasona 1 0,981 3 0,734
antiinflamatoria mg/mL
Diclofenaco 1 0,824 3 0,174
mg/mL
Extracto al 0,1 0,993 3 0,839
mg/mL
Extracto al 0,25 0,832 3 0,193
mg/mL
Extracto al 0,5 0,986 3 0,776
mg/mL
Extracto al 1,0 0,889 3 0,352
mg/mL
Extracto al 3,0 0,803 3 0,121
mg/mL

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico gl1 gl2 Sig.
de Levene

Actividad Se basa en la media 2,677 6 14 0,060
antiinflamatoria
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Anexo 22

Andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de proteccion de membrana de

eritrocitos humanos.

Suma de Media
Indicador gl F Sig.
cuadrados cuadratica

Entre 8781,854 6 1463,642 969,257 0,001

grupos

Actividad Dentro 21,141 14 1,510
antiinflamatoria de

grupos

Total  8802,995 20
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Anexo 23

Prueba de Tukey del porcentaje de proteccion de membrana de eritrocitos

humanos.
HSD Tukey
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1a 2b 3c 4a 5e
Extracto al 0,1 3 13,6567
mg/mL
Extracto al 0,25 3 21,7367
mg/mL
Extracto al 0,5 3 24,7967
mg/mL
Dexametasona 1 3 33,1900
mg/mL
Extracto al 1,0 3 34,6133
mg/mL
Diclofenaco 1 3 52,5367
mg/mL
Extracto al 3,0 3 78,7000
mg/mL
_Sig. 1,000 0,095 0,784 1,000 1,000
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Anexo 24

Prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas para el método de DPPH y

ABTS.
Prueba de normalidad
Tratamiento Shapiro-Wilk gl Sig.
DPPH 0,5 mg/mL 0,935 3 0,509
1,0 mg/mL 0,908 3 0,412
3,0 mg/mL 0,985 3 0,767
ABTS 0,5 mg/mL 0,931 3 0,493
1,0 mg/mL 0,918 3 0,446
3,0 mg/mL 0,972 3 0,678
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico g1 gl2 Sig.
de Levene
DPPH Se basa en la media 1,542 2 6 0,288
ABTS Se basa en la media 1,180 2 6 0,370
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Anexo 25

Analisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante por el método DPPH.

Suma de Media
Indicador gl F Sig.
cuadrados cuadratica

Entre  1254,207 2 627,104 260,602 0,001

grupos

Dentro 14,438 6 2,406
de

grupos

DPPH

Total 1268,645 8
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Anexo 26

Anadlisis de varianza (ANOVA) de la actividad antioxidante por el método ABTS.

Suma de Media
Indicador gl F Sig.
cuadrados cuadratica

Entre  5696,101 2 2848,050 1501,855 0,001

grupos

Dentro 11,378 6 1,896

de

ABTS

grupos

Total  5707,479 8

86



Anexo 27

Matriz de consistencia

TITULO: Actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum tuberosum R. &
P. “mashua negra”. Ayacucho 2023.

Problema Objetivos Marco teérico Hipotesis Variables Metodologia
. . Objetivos generales, Antecedentes . Independiente Tipo de investigacion:
chr)dra - Clasificacion H." i I.El extracto Extracto hidroalcohdlico Basica - experimental,
actividad Evaluar la actividad . hidroalcohdlico . o .
antiinflamatoria  antiinflamatoria y antioxidante taxonomica liofilizado de los Iloﬂl’lzado de los Pol_)IaCIoP. Tubereulos q‘e la
y antioxidante in in  vito  del  extracto Descripcion tubérculos de lubérculos de Tropaeolum variedad "mashua negra’de
. . . . botanica tuberosum R. & P. Tropaeolum tuberosumR. & P.
vitro el extracto hidroalcohdlico liofilizado de : Tropaeolum tuberosum h " ltivad | i6n A h
. o1 ) Origen y P » “mashua negra”. cultivadas en la regién Ayacucho.
hidroalcohdlico los tubérculos de Tropaeolum Hgeny R. & P. “mashua negra Indicad M . dos ka de tubérculos d
P « distribucién L ndicador uestra: dos kg de tubérculos de
liofilizado de los tfuberosum R. & P. “mashua presentan actividad Activi . ‘, p
. . Composicion . . ctividad variedad “mashua negra”.de
tubérculos  de negra”. p antiinflamatoria y .. .
- e L uimica oo o antiinflamatoria Tropaeolum tuberosum R. & P.
Tropaeolum Objetivos especificos: q antioxidante in vitro. Concentraciones de 0.1° Método:
e . USO IR .
Itgberoszigvasr.lui * ldent'fécar los metaboh:os medicinal. Ho: El extracto 0,25;0,5; 1y 3 mg/mL. Identificacion de los metabolitos
né ra’? secun ar|cl)s presten E,ES Inflamacién hidroalcohdlico Actividad Antioxidante secundarios
gra ﬁré | E’I' l_e]c)fllrac;o Radicales liofilizado de los Concentraciones de 0,5; 1 Mediante el screening fitoquimico
dl rola co to:)clo |?||zado libres tubérculos de y3mg/mL Determinacion de Ila actividad
Te 0s I u el;czos e Estrés Tropaeolum tuberosum Dependiente antiinflamatoria
Rrog“’?:,e‘?‘ um h u eI’OSLim oxidativo R. & P. “mashua negra” Actividad Mediante el método de estabilizacion
Firmado ) - mashua nhegra . Antioxidant no presentan actividad antiinflamatoria invitro de la membrana de eritrocitos
digital .t Det’ggrfrrlnart l? a.Ct'V'd.?d ntioxidantes  antiinflamatoria ni Indicador: humanos.
DIgIJahmen ;ﬁ“m amatoria g’xtrglc:g antioxidante in vitro. Porcentaje de proteccion Determinacion de la actividad
by r.Johnny g (e . de membrana de antioxidante
A TINCO JAYO hidroalcohdlico liofilizado :3 lcoh ,l.El extracto g itrocitos. Mediante el método de secuestro de
4 Fecha: de los tubérculos de I'If'rl(')a go O'C% | Actividad antioxidante radical DPPH y método de reaccién
# 15024.10.03 Tropaet?‘lum tuberos%m t|ob|'|za Io e gs in vitro con radical ABTS.
R. & P. “mashua negra”. ubérculos € Indicadores: Porcentaje

22:12:43 -09'0®)eterminar la actividad

antioxidante in vitro del
extracto hidroalcohdlico

liofilizado de los
tubérculos de
Tropaeolum tuberosum

R. & P. “mashua negra”.

Tropaeolum tuberosum
R. & P. “mashua negra”
presentan al menos
actividad antiinflamatoria
o antioxidante in vitro.

de actividad antioxidante

Andlisis de datos: Analisis de
Varianza (ANOVA) a un nivel de
significancia de 95% vy la prueba de
HSD de Tukey.

Fuente: Elaboracion propia
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N°1066-2024-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: TANIA TARCILA VILA SOSA

En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve y cinco de la mafiana del dia once del mes
de octubre del afio dos mil veinticuatro, se reunieron en el auditérium de la Facultad de
Ciencias de la Salud los docentes miembros del jurado evaluador, para el acto de
sustentacion de trabajo de tesis titulado: Actividad antiinflamatoria y antioxidante in
vitro del extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tubérculos de Tropaeolum
tuberosum R. & P. “mashua negra”. Ayacucho 2023, presentado por la bachiller TANIA
TARCILA VILA SOSA para optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico.

Presidente : Prof. José Alejandro Yarlequé Mujica (Decano)
Miembros : Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo

: Prof. Maricela Lépez Sierralta

Prof. Emilio German Ramirez Roca

Asesor : Prof. Edwin Carlos Enciso Roca
Secretaria Docente : Prof. Stephany Massiell Barbaran Vilcatoma
Con el quérum reglamentario, se dio inicio la sustentacion de tesis. Como acto inicial, el
presidente de la comision solicita a la secretaria docente verificar la conformidad del
expediente presentado por la sustentante y dar lectura a la resolucion. La secretaria
indica que los documentos presentados por la recurrente no tienen observaciones, por
lo que procede a leer la resolucidn decanal y proporciona algunas indicaciones a la
sustentante.

A continuacion, se da inicio a la exposicion del Bachiller: TANIA TARCILA VILA SOSA. Una
vez concluida, la presidente de la comision solicita a los miembros del jurado evaluador
realizar sus respectivas preguntas. Seguidamente se da pase al asesor de tesis, para que
pueda aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones.

El presidente invita a la sustentante abandonar el auditérium para que pueda proceder
con la calificacion.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: TANIA TARCILA VILA SOSA

JURADOS Texto | Exposicion | Preguntas | P.Final
Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo 18 17 18 18
Prof. Maricela Lopez Sierralta 18 18 18 . 18
Prof. Emilio German Ramirez Roca 17 17 17 17
PROMEDIO FINAL 18




De la evaluacion realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar a la Bachiller TANIA TARCILA VILA SOSA; quien obtuvo la nota final
de dieciocho (18) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del
presente, siendo la 11:00 de la mafiana, se da por concluido el presente acto académico.

Prof. Jadhnny .Tinco Jayo
Juirado

Pro%il/o G. Ramirez Roca
Jurado

Prof. Jo equé Mujica

Presidente

ny./m?ricﬁ)é Lopez Sierralta
' ura

e )

Prof..Edwin C. Enciéo Roca
Asesor

Prof. Stephany M. Barbaran
Vilcatoma
Secretaria docente
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de Ciencias de la Salud, en representacion de la decana y delegada por
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el trabajo de tesis titulado:
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Presentado por: Bach. Tania Tarcila, Vila Sosa

Ha sido sometido al andlisis mediante el sistema TURNITIN concluyendo
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