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Acta de Sustentacién de Tesis
R.D. N°238 - CF dela S — UNSCH - 2015.
Bach. Alcides Aron Ochoa Vargas

En la ciudad de Ayacucho, siendo las seis y cuarenta y cinco del dia lunes 30 de noviembre del afio dos mil

quince en el auditorio de la Facultad de Ciencias Biologicas se reunieron los miembros del jurado calificador

conformado por:

Mg. José Manuel Diez Macavilca (Decano encargado)

Dr. Johnny Aldo Tinco Jayo (miembro)

Mg. Enrique Aguilar Felices (miembro)

Dr. Edwin Enciso Roca (Asesor)

Dra. Roberta Brita Anaya Gonzales (Cuarto jurado)

Bajo la presidencia del Mg. José Manuel Diez Macavilca en la calidad de decano encargado de la facultad de

ciencias de la salud y actuando como secretaria la Q.F. Roxana Ledn Aronés. Acto seguido el sefior

presidente del jurado evaluador solicita a la secretaria docente dar lectura a los documentos que estan en

mesa:

- Expediente constituido por resolucién decanal N° 238 — FC de la UNSCH — 2015 de la fecha 18 de
noviembre de 2015

A continuacion el presidente invita al bachiller en farmacia y bioquimica Alcides Aron Ochoa Vargas a exponer

el trabajo de tesis titulado: actividad antioxidante de compuestos fendlicos aislados de la hojas de Perceae

hypocyrtiflora (Hook.f.) Regel “cancer ccora” Ayacucho — 2013; en el tiempo reglamentado.

_ Concluida la etapa la etapa de exposicién el Sr. Presidente del jurado evaluador invita a los miembros del

jurado evaluador a formular las preguntas pertinentes al trabajo sustentado.

Luego terminada la etapa de preguntas el presidente del jurado evaluador solicita al sustentante Alcides Aron

Ochoa Vargas y al publico en general a que abandonen momentaneamente el auditorio para la deliberacion y

calificacién en los siguientes rubros:

Jurado Nota de Nota de Nota de Rpta Promedio
texto Exposicién a preguntas
Mg. José Manuel Diez Macavilca 16 16 16 16
Dr. Johnny Aldo Tinco Jayo 17 16 16 16
Mg. Enrique Aguilar Felices 17 17 14 16
Dr. Edwin Enciso Roca 16 16 16 16

Dra. Roberta Brita Anaya Gonzales
Promedio total: 16

Concluyendo en aprobar por unanimidad al bachiller en farmacia y bioquimica con una nota de dieciséis (16),
asi mismo se sugiere levantar las observaciones que se plasman en los formatos de sustentacion de tesis y
formatos de resumen de la hoja de calificacion para dar fe en lo actuado, el jurado calificador firma al pie.
Siendo las ocho y 20 de la noche se concluye con el acto de sustentacion.

Presidente

‘M\ﬂque Aguilar Felices
Miembro

Dra. Rokérta Brita Anaya Gonzalez
Cuarto- miembro
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RESUMEN

Los radicales libres son productos de la reacciones quimicas de la célula y de los
tejidos al elevarse o disminuirse las concentraciones fisiolégicas puede acarrear
importantes alteraciones funcionales, El presente trabajo de investigacion basico
descriptivo se realizé con la finalidad de determinar la actividad antioxidantes de
las hojas de Pearcea hypocyrtifiora (Hook. f.) Regel "cancer ccora”, durante los
meses de setiembre de 2013 a marzo de 2014, en los Laboratorios del Area de
Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga. La muestra fue recolectada en el departamento de
Cusco, obteniendo el extracto, hidroalcohdélico de las hojas, se realizé el tamizaje
fitoquimico y el fraccionamiento por extraccion liquido — liquido con solventes de
diferente polaridad como: éter de petroleo, cloroformo, acetato de efilo para la
obtencion de compuestos fenélicos con los cuales se realiz6 los ensayos
cromatograficos y espectroscopicos; la actividad antioxidante se evalué mediante
el ensayo de captacién de radical libre DPPH (1,1-difenil-2-picrithidrazilo). El
extracto presenté flavonoides, taninos y/o fenoles, alcaloides, lactonas y/o
cumarinas, triterpenos y/o esteroides, catequinas, saponinas y azicares
reductores; mediante ensayos cromatograficas y espectroscopicos se confirmoé la
presencia de flavonoides y acidos fendlicos. En los respectivos porsentajes
84,94%; 70,05%; 66,38% respectivamente a las concentraciones de 100 pg/ml,
50 pg/ml y 10 pg/ml, En conclusién se afirma que los compuestos fendlicos
aislados de las hojas de Pearcea hypocyriiflora (Hook. f.) Regel., “cancer ccora”
tienen actividad antioxidante.

Palabras clave: Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel., actividad antioxidante,
compuestos fenélicos.

xi



I. INTRODUCCION
En la actualidad se estan realizando numerosas investigaciones en busca de
antioxidantes naturales con la finalidad de ser usados en la industria de
alimentos, cosméticos y en la atencién de la salud para prevenir, aliviar y/o curar
procesos degenerativos, como consecuencia de la presencia de radicales libres
en nuestro organismo.’
El envejecimiento celular es cuando el oxigeno usado en el metabolismo de un
organismo vivo, y también como elemento imprescindible en la vida de los
organismos aerobios, es también la causa del deterioro de los mismos
organismos vivos. Este ultimo término son denominados radicales libres,
fragmentos atébmicos o moleculares con un electrén desapareado de muy alta
reactividad responsable de dafios en la estructura celular.?
También conocido como un proceso irreversible que se caracteriza por una
disminucién general de las funciones fisiologicas, lo que conduce a la morbilidad
y la mortalidad celular. Es un proceso multifactorial controlado por una
combinaciéon de factores genéticos y ambientales. En condiciones normales
existe un equilibrio entre la generacién de los radicales libres y su neutralizacién
por los sistemas de defensas antioxidantes; pero cuando este equilibrio se
rompe, se produce el estrés oxidativo o dafo oxidativo, mecanismo general del
dafo celular que conduce a una alteracion en el funcionamiento celular
directamente relacionada con la patogénesis de muchas enfermedades y
finalmente a la muerte celular.?
Se consideran radicales libres (RL) a aquellas moléculas que en su estructura
atémica presenta un electron desapareado o impar en el orbital externo. Esta
configuracion espacial les hace muy inestable, con una enorme capacidad para
combinarse con la mayoria de las bioméleculas celulares (carbohidratos, lipidos,



proteinas acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos) provocando un
dafio en ellas y en las membranas celulares.

Los antioxidantes son sustancias cuya accién consiste en inhibir la tasa de
oxidacién de los nocivos radicales libres. Existen antioxidantes naturales
(fisiolégicas), presentes en nuestro organismo, sistémicos; dentro de un grupo
los antioxidantes pueden ser enzimas que aumentan la velocidad de ruptura de
radicales libres, otros que previenen la participacion de iones de metales de
transicion en la generacion de radicales libres y los inactivadores o barredores y
de esta manera protegian de las infecciones, deterioro celular, del
envejecimiento prematuro y probablemente del cancer.*®

El antioxidante al reaccionar con el radical libre le cede un electrén oxidandose a
su vez y transformando en un radical libre débil, con escasos o nulos efectos
toxicos y como en algunos casos como la vitamina E pueden generarse en una
forma primitiva por la accién de otros antioxidantes. Los antioxidantes se
clasifican en endogenos (glutation, coenzima Q, acido tioctico,
superoxidodismutasa (SOD) catalasa, glutation peroxidasa), fabricados por la
propia célula y exdégenos (vitamina E, vitamina C, betacaroteno, licopeno,
flavonoides), que ingresan en el organismo a través de la dieta o en suplementos
con formulaciones antioxidantes.® Si el sistema antioxidante endégeno es
insuficiente para protegerios en accion dafiina de los radicales libres, es
necesario que ingiera sustancias exégenas.*

Objetivo general
 Evaluar la actividad antioxidante de compuestos fendlicos aislados de las
hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora”

Objetivos especificos

» Identificar los metabolitos secundarios en el extracto hidroalcohdlico de
hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora”.

o Comparar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos aislados de
las hojas de Pearcea hypocyrtifiora (Hook. f.) Regel "cancer ccora” con un
estandar (vitamina C).

o Evaluar la bioactividad en Artemia salina de los compuestos fendlicos
aislados de hojas de Pearcea hypocyrtifiora (Hook. f.) Regel “cancer ccora”.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
La Escuela profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de
la Salud de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga actualmente se
ha tomado mucha importancia en el campo de la investigacién fitoquimica y
farmacolégica, generando conocimiento y a su vez aplicando estas
investigaciones, las cuales mostramos algunas investigaciones realizados en
Facultad de Ciencias de la Salud como:
En trabajo titulado “Estudio de los flavonoides aislados de las hojas de
Smallanthus sonchifolius (yacén) y determinacién de su actividad antioxidante e
inmunomoduladora®. Lima - 2007. Utiliz6 el método de aislamiento de
flavonoides, primera extraccion hidroalcohdlica con etanol al 80% con doble
extraccion, desengrasado con éter de petréleo, y luego la extraccion liquido -
liquido con acetato de etilo lo cual se extrajo los compuestos fenolicos.®
En otro trabajo titulado “Actividad antioxidante de los acidos fendlicos aislados de
las hojas de Satureja brevicalix Epl. “wayra mufa”. Ayacucho - 2012". Se
menciona que se aislaron con éxito acidos fendlicos (acido clorogénico, acido
ferdlico y el acido rosmarinico) con el método de extraccion etandlica luego con
éter de petréleo, cloroformo y acetato de etilo en la Gitima se evidencia la
presencia de compuestos fenolicos.”
Otro trabajo titulado” Actividad antioxidante de fracciones aisladas de las hojas
de Cestrum auriculatum U Heritier ‘hierba santa” Ayacucho - 2013. Se obtuvo el
extracto etandlico, la cual se redisolvié en agua destilada y luego se procedié a
fraccionar en el embudo de separacion con diferentes solventes; éter de
petroleo, cloroformo y acetato de efilo y la fraccibn que queda son los
compuestos fenélicos.®



2.2. Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel (cancer ccora)
2.2.1. Clasificacion taxonémica (Sistema de clasificacion de Cronguist. A.

1988)

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : SCROPHULARIALES

FAMILIA : GESNERIACEAE

GENERO : Pearcea

ESPECIE ; Pearcea hypocyrtiflora (Hook.f.) Regel
Nombre vulgar ; “cancer ccora”

Fuente: Constancia de Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias
BiolGgicas, 2013.

2.2.2. Descripcion botanica

Sinonimia  (Hypocyrta  brevicalyx, Gloxinia  hypocyrtiflora, Isoloma
hypocyrtiflorum)

Poseen tallos erguidos 5 - 20 cm largo, no ramificado, con rizomas largo y la raiz
adventicia de colores marrén y amarillo, hojas con vellosidades, son desiguales
en cada par, con hojas ovaladas, en el envés cominmente cordiforme o forma
oblonga, de 2,5 - 17 x 2-10 cm, rugoso, adpreso piloso, a menudo purptreo,
principal y secundario, venas a menudo amarillentas que contrasta con el verde
0sScuro O areas purpureas entre venas. Inflorescencia de 1 - 2 flores, con
vellosidades, de color verde, amarillo y purpura; contiene un pedunculo de 0,5
cm de largo; una bractea ovalado, en algunos casos de 5 mm de largo, pero
generalmente ausente. Los tubos florales contienen vellosidades; el caliz es
I6bulos, erguidos y urceolado (en forma de jarra) de tubo de corola ancho y
ovalado de 1 - 2 mm de largo y 16 - 23 mm de ancho. La garganta con un
diametro de 8 - 15 mm ancho y 2 - 3 mm de largo, de un color rojo caracteristico,
poseen vellosidades, puberulento (cubierto de pelillos muy finos, cortos y en
poca cantidad) en el interior o glandular, I16bulos 1 - 2 mm de largo de color rojos,
estigma débilmente bilobulado. Capsula y semilla no visto.

La familia Pearcea tiene una corola de 1 cm de ancho y 2 cm de largo y teniendo
hojas con areas mas oscuras adelante. Las venas laterales también superiores.
Abscesos pilosos y rugosos superiores, superficies de hoja y eliptico en el vez de



las hojas ovalada, es amenudo grande, ovalado, purpureo, y hojas violetas -
veteadas (rayadas) se distinguen las Hypocyrtifloras de otras especies.’

2.2.3. Familia Gesneriaceae y género Pearcea.

Hierbas, subarbustos, arbustos o bejucos, epifitos o terrestres, crecen de
tubérculos, estolones o rizomas; tallos suculentos a lefiosos, erectos, péndulos o
ascendentes. Indumento compuesto de tricomas hialinos muitiseriados. Hojas
simples opuestas, arrosetadas (Koellikeria erinoides y Napeanthus apodemus) o
pocas veces alternas (Reldia veraguensis, Rynchoglossum azureum),
subdecusadas, decusadas, disticas, a veces ternadas (Achimenes, Kohleria) o
verticiladas (Kohlena), isofilas, subisofilas o aniséfilas, suculentas,
membranaceas o0 coriaceas, margen entero o no, usualmente pecioladas.
inflorescencias terminales o axilares, flores solitarias, fasciculadas, en cimas o
racimos; perfectas; zigomorfas o subactinomorfas, con o sin bracteas. Caliz
compuesto por 4 o0 mas comunmente 5 sépalos libres o connatos en la base,
hasta la mitad de su longitud y en Chrysothemis hasta el apice, iguales o
desiguales, valvados u ocasionalmente imbricados, con el margen entero o no,
verdes a variadamente coloreados. Corola de variados colores y formas,
compuesta de 5 pétalos connatos, erecta, oblicua u horizontal en el caliz,
frecuentemente ventricosa, el tubo frecuentemente espolonado en la base y el
limbo con 4 o mas comdnmente 5 I6bulos, a veces bilabiado; estambres 4 con 0
sin un estaminodio, usualmente didinamos, filamentos insertos en la base de la
corola, a veces connatos, retrayéndose después de que se deposite el polen,
anteras coherentes, de diferentes formas y dehiscentes por poros (Codonanthe,
Drymonia) o ranuras longitudinales; ovario infero o supero, unilocular o bilocular,
6vulos numerosos con funiculos usualmente suculentos, 2 placentas parietales;
estilo simple, elongado y estigma bilobado o estomatomorfo; disco ausente o
generalmente presente, anular o con 1 a 5 glandulas nectariferas separadas o
connatas. Fruto una baya o cédpsula seca o camosa y esta compuesta de 2 a 4
valvas; semillas numerosas y muy pequefias, fusiformes, oblongas o lineares y
estriadas o variadamente marcadas.

La familia Gesneriaceae se distingue por su habito herbaceo o arbustivo, y su
habitat terrestre o epifito; con las hojas siempre simples y opuestas (LS), en
ocaéiones aniséfilas, con los margenes frecuentemente aserrados o crenados, y
sin estipulas; y por sus flores perfectas, llamativas, con las corolas simpétalas,



zigomorfas, con cuatro estambres didinamos cuyas anteras son coherentes en
pares frontales.

Las flores de Gesneriaceae tienen néctar como principal recompensa para los
polinizadores, entre estos se encuentran aves, insectos y murciélagos.' Los frutos
abayados de algunos géneros son dispersados por aves, principaimente
aquellos que tienen colores atractivos, en los que son menos llamativos sus
semillas suelen ser diseminadas por hormigas. Dentro de los géneros con frutos
capsulares se dan basicamente dos tipos de las mismas: las capsulas camosas,
que son regularmente omitocoras, y las secas que analogamente pueden ser
anemécoras o hidrocoras."

2.2.4. Composicién quimica

La bibliografia no menciona el estudio de ese tipo de planta (Pearcea
hypocyrtiflora (Hook.f.) Regel “cancer ccora”), pero sin embargo hay estudios de
algunas de las especies que pertenecen a este género.

2.2.5. Estudios biolégicos realizados

No se reportan estudios biolégicos alguno de la planta Pearcea hypocyrtiflora
(Hook f.) Regel “cancer ccora”. Pero la bibliografia refiere que la familia de la
planta estudiada tienes estudios bioldégicos. Sin embargo, mencionan que la
mayoria del género que son plantas omamentales.”

2.2.6. Usos tradicionales

Es una planta silvestre con sustancias quimicas y con gran utilidad en la
medicina natural. Siendo usada por los pobladores de la zona y lugares aledafos
de la selva central (VRAEM) colindando con el departamento de Cusco, sin tener
en conocimiento que probablemente pueda causar algunos efectos secundarios
en su salud por su consumo indiscriminado por ello el estudio cientifico de la
planta nos sirve para conocer su grado de propiedad antioxidante y citotoxicidad.
Por lo que el estudio de esta planta es indispensable para poder tener un criterio
cientifico sobre el uso de esta planta tan difundida por los lugarefios de dicha
zona.

Muchas de las especies de la familia han sido tradicionaimente usadas como
ornamentales. Sin embargo, los pobladores de la zona mencionan que tiene
propiedades vulnerarias, antiinflamatorias y antioxidantes. También se han
reportado con usos medicinales para las siguientes especies que pertenecen al
mismo género como son:



Chrysothemis friedrichsthaliana (antidiamréico, antiinflamatorio, antiofidico)
Codonanthe crassifolia (antigripal, antitusivo), C. uleana (vulnerario), Columnea
consanguinea (antiofidico), Drymonia alloplectoides (antiofidico), D. coriacea
(antiofidico, antitusivo, odontalgia), D. macrophylla (antiofidico), D. serrulata
(antiofidico, dermatosis), D. warscewicziana (antiofidico), Kohlena spicata
(antihemorragico, antivenéreo, nefrosis), °

2.3. Radicales libres

En general, un radical libre es un atomo o molécula que tiene uno o mas
electrones desapareados en sus orbitales externos y es capaz de tener una
existencia independiente; sin embargo, es muy reactivo ya que tiende a
reducirse, es decir, sustrae un electrén del atomo o molécula estable. A las
cuales oxida con el fin de alcanzar su propia estabilidad. Una vez que el radical
libre ha conseguido el electron que necesita para aparear a electron libre, la
molécula estable que pierde el electron se oxida y deja a otro electrén
desapareado, lo que le convierte a su vez en un radical libre, iniciandose y
después propagandose de la misma manera, generando asi una reaccion en
cadena.®

Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atomica presentan
un electron desapareado (la cual se encuentra en el Gltimo orbital del atomo o
molécula), pueden existir de forma independiente y que debido a la inestabilidad
de su configuracién electronica, son generalmente muy reactivos. Esta
reactividad es la base de su toxicidad y de su corta vida.*

En los sistema de organismos vivos se generan muchos tipos de radicales libres,
siendo los mas conocidos los radicales libres de oxigeno. Se utiliza el término
Especies reactivas del oxigeno (Resctive Oxygen Species o ROS,) como nombre
colectivo para referirse a las especies derivadas del oxigeno, incluyendo tanto
los derivados radicales como los no radicales, que son agentes oxidantes y/o
faciimente convertibles en radicales."

Los radicales libres son producidos por funciones celulares normales o bien.
pueden ser inducidos por diferentes factores ambientales o fisiologicos como son
las radiaciones ionizantes, radiacion ultravioleta, ejercicio fisico extenuante o por
descenso de la capacidad de los sistemas endégenos antioxidantes. Dentro de
estos radicales libres se incluye el radical hidroxilo (OH’), el anién superéxido
(07), el peréxido de hidrogeno (H,0,) y el 6xido nitrico (NO). Estas especies,



debido a su alta reactividad quimica, pueden conducir a la peroxidacion de
lipidos, oxidacion de algunas enzimas, oxidacion y degradacion proteica, asi
como dafio mutagénico al acido desoxirribonucleico (ADN).*
La generacion de RL no se ha de relacionar siempre con su toxicidad debido a
que la funcién que desarrollan presenta dos caras opuestas, por un lado actian
como mediadores y reguladores a concentraciones fisiolégicas, mientras que a
concentraciones elevadas pueden actuar como potentes oxidantes dtotﬁxicos.
En los sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo los
mas conocidos los radicales del oxigeno. Se utiliza el término especies reactivas
del oxigeno (EROS) como nombre colectivo para referirse a las especies
derivadas del oxigeno. De forma analoga existen especies reactivas del
nitrégeno (ERN), del cloro (ERCI) y del bromo (ERBr).*
El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, pero es fuente de
radicales libre, que si no se neutralizan de forma adecuada pueden tener efectos
deletéreos sobre la funcion celular. Se dice que existe "estrés oxidativo" cuando
existe una excesiva exposiciébn a oxidantes y/o una capacidad antioxidante
disminuida.™
En 1954 una investigadora argentina'® sugirié por primera vez que las EROS
eran agentes toxicos y generadores de patologias, estableciendo tres postulados
basicos:
e Los RL constituyen un mecanismo molecular comin de dafio cuando los
animales son sometidos a altas presiones de oxigeno y a radicales ionizantes.
» El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes producian los efectos téxicos.
» La produccion de RL es un fenémeno continuo con implicaciones en el
envejecimiento y la carcinogénesis.
Los radicales libres son componentes anormailes de la célula y tejidos, existiendo
en ciertas cantidades de compuestos celulares y en algunos tipos celulares. Al
elevarse o disminuirse las concentraciones fisiolégicas de las especies reactiilas
de oxigeno puede acarrear importantes alteraciones funcionales.
Son numerosas las patologias que han sido asociadas con este desbalance
entre oxidantes y antioxidantes; arteroesclerosis, cancer, enfermedad de
Alzheimer, diabetes mellitus, enfermedades autoinmunes, inflamatorias cronicas,
situaciones de injuria por isquemia y repercusion en los tejidos, el sindrome de
diestrés respiratorio, etc."



2.3.1. Principales fuentes de radicales libres

Nuestro organismo esta expuesto a una gran variedad de EROS y ERNS que

pueden generarse a partir de fuentes endégenas, relacionadas con el

metabolismo del oxigeno y con las diversas reacciones de defensa de nuestro

sistema inmunitario, o de fuentes exégenas, como el tabaco, la contaminacion

del aire, la radiacion UV, el ozono y ciertos medicamentos. Aunque la exposicién

a los EROS procedentes de fuentes exdgenos sea extremadamente elevada, la

exposicion a fuentes endégenas es mucho mas importante y extensa, debido a

que es un proceso que de forma continua a las células de nuestro organismo a lo

largo de Ia vida.

2.3.2 Fuentes endbégenas de radicales libres

Podemos distinguir cuatro fuentes enddégenas que originan la mayoria de

agentes oxidantes producidos por las células: °

a. En el transcurso normal de la respiracion aerébica, las mitocondrias
consumen O, reduciéndolo en varias etapas a H,O. Inevitablemente, a lo
largo de este proceso aparecen subproductos como el O, , H,O,y OH'.

e - e e e
0, ;’ 0, ;—p H,0, _\._, OH* ._;b H20

Figura 1. Agentes oxidantes derivados del metabolismo celular.

b. Las células fagociticas (leucocitos, neutrofilos, macréfagos y eosinéfilos) al
activarse por medio de mediadores proinflamatorios o de productos
bacterianos, viricos o de parasitos, destruyen las células infectadas por medio
de un ataque oxidativo (literalmente una “explosion” oxidativa) en el que se
producen grandes cantidades de O5, H,0, y OH". Las infecciones crénicas
llevan a una actividad fagocitica continua que provoca una inflamacion
crénica que es el principal factor de riesgo del cancer.

c. Los peroxisomas, organulos encargados de la degradacion de acidos grasos
y otras moléculas produce, H,O, como subproducto, que es degradado de
forma natural por la enzima catalasa. Bajo ciertas condiciones, algunos de los
peroéxidos escapa la degradacion y se libera a otros compartimentos
celulares provocando un incremento del dafio por oxidacion en el ADN.



d. Las enzimas del complejo Citocromo P4, son las principales responsables
del metabolismo oxidativo de los xenobiéticos. La induccién de estas enzimas
previene los efectos de toxicidad aguda de agentes extrafios al organismo,
pero también produce subproductos oxidantes que pueden dariar el ADN.

2.3.3. Fuentes exégenas de radicales libres

Entre las principales fuentes exdgenas de radicales libres destacan.™

= Los dxidos de nitrégeno del humo de tabaco.

= Las sales de hierro y cobre que promueven la generacion de radicales
oxidantes a partir de peroxidos.

Fe* + HO, —> Fe* + OH+ OH

Figura 2. Reaccion de sales de hierro generando radicales oxidantes.

» [os alimentos que ingerimos a través de la dieta, especialmente los de origen
vegetal, que se oxidan en mayor o0 menor grado generando diferentes tipos de
oxidantes como perdxidos, aldehidos, acidos grasos oxidados y metales de
transicion.

2.4. Antioxidante
Son sustancias cuya accion consiste en inhibir la tasa de oxidacién de fos
nocivos radicales libres (disminuye las defensas, producen dafio celular con la
posibilidad de producir cancer, arteriosclerosis y envejecimiento). Existen
antioxidantes naturales (fisioloégicas), presente en nuestro organismo, sistémicos;
dentro de un grupo los antioxidantes pueden ser enzimas que aumentan la
velocidad de ruptura de radicales libres, otros que previenen la participacion de
iones de metales de transicion en la generacion de radicales libres y los
inactivadores o barredores y de esta manara protegian de las infecciones,
deterioro celular, del envejecimiento prematuro y probablemente del cancer.®

Halliwel y Gutteridge en 1998, definieron como antioxidante a toda sustancia que

halldndose presente a bajas concentraciones, con respecto a un sustrato

oxidable (biomolécula), retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato. El

antioxidante al reaccionar con el RL le cede un electrén oxidandose a su vez y

transformandose en un RL débil, con escasos o nulos efectos toxicos.
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Cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado RL o hacia varios,
puede actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y tener mas
de un mecanismo de accion.? |

La funcién y efecto que tienen los antioxidantes en la salud es evitar la oxidacion
de sustancias que puedan provocar alteraciones fisiolégicas, estudios recientes
demuestran que la expresion antioxidante enzimatica y su actividad se ven
drasticamente reducidas en la mayoria de las enfermedades cutaneas."®

Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia
oxidativa y tener mas de un mecanismo de accién. Para que un antioxidante
(AH) tenga actividad antirradicalaria debe cumplir una caracteristica basica que
es generar un radical mas estable y menos dafiino (RH) después de reaccionar
con la especie radical (R"). Esta reaccién se basa en una transmision redox en la
que esta implicada la donacién de un electrén (o un atomo de hidrégeno) a la
especie radicalaria (Figura 3). Como resultado de esta transferencia, se formara
un radical derivado del antioxidante (A") que puede tener caracter inerte, estable
o presentar cierta reactividad."”

Antioxidante Especie Radical Especie
radical derivado del radical
antioxidante mas estable

Figura 3. Mecanismo antiradicalaria de las moléculas antioxidantes.®

El antioxidante al reaccionar con el RL le cede un electrén oxidandose a su vez y
transformandose en un RL débil, con escasos o nulos efectos toxicos y que en
algunos casos como la vitamina E, pueden regenerarse a su forma primitiva por
la accién de otros antioxidantes. Tienen diferentes mecanismos de accion; unos
impiden la formacién de los RL y/o especies reactivas (sistema de prevencion),
otros inhiben la accién de los RL (sistema barredor) y otros favorecen la
reparacion y la reconstitucion de las estructuras bioldgicas dafiadas (sistema de
reparacion). Cada antioxidante posee una afinidad hacia un determinado radical
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libre o hacia varios, puede actuar en los diferentes procesos de la secuencia
oxidativa y tener mas de un mecanismo de accién.'®

2.4.1. Los productos naturales como los antioxidantes

La actividad antioxidante de los acidos fenélicos se debe principalmente a sus
propiedades redox, que les permiten actuar como agentes reductores,
donadores de hidrogeno y extintores de oxigeno. Ademas, algunos acidos
fendlicos tienen un potencial de quelacién de metales.®

Los resultados de estudios epidemiolégicos y cientificos muestran que el factor
nutricional juega un papel importante en la prevencion de las consecuencias de
la actividad de los radicales libres en el organismo. Una dieta rica en
antioxidantes naturales puede influir significativamente en el aumento de reactivo
potencial antioxidante del organismo y disminuir el riesgo de algunas
enfermedades de origen radicales libres. Se considera que un nivel adecuado
de antioxidantes suministrado en la dieta induce procesos inmunolégicos y
aumenta la capacidad defensiva de las células en forma adecuada.”

2.4.2. Sistema de defensa antioxidante

El sistema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de sustancias
que al estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato
oxidable, retrasan o previenen significativamente la oxidacién de este. Como
sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas organicas o
inorganicas que se encuentran en las células vivas, como proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y las moléculas de ADN. Los antioxidantes impiden que
otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar mas rapido con los radicales
libres del oxigeno y las especies reactivas del ox’igeno que con el resto de las
moléculas presentes, en un determinado microambiente - membrana
plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular. La accién del antioxidante es de
sacrificio de su propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas:
lipidos, proteinas, ADN, etc. funcionalmente vitales o mas importantes. Su accién
la realizan tanto en medios hidrofilicos como hidrofébicos. Actian como
eliminadoras, con el objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante a
favor de estos ultimos. Los antioxidantes exdgenos actian como moléculas
suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical libre, por lo que la reposicién
de ellos debe ser continua, mediante la ingestion de los nutrientes que los
contienen.?
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Las reacciones de oxidacion son esenciales en los procesos metabélicos
celulares. Dichas reacciones involucran la transferencia de electrones que
producen RL. Esta situacién es incompatible con la vida, a menos que existan en
las células mecanismos de defensa que neutralicen los RL. A estas defensas se
les denomina antioxidantes y se considera como tal a cualquier sustancia que en
concentraciones normales posea una afinidad mayor que cualquier otra molécula
para interaccionar con un RL."

2.4.3. Clasificacion de los antioxidantes

Los antioxidantes se clasifican en endogenos, fabricados por la propia célula, y
exogenos, que ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos
con formulaciones antioxidantes.'> %

Antioxidantes ex6genos: Son antioxidantes que provienen de la dieta, tales como
la vitamina E (a-tocoferol), la vitamina C (acido ascorbico), el B - caroteno
(provitamina A), el cobre, el selenio, el zinc, el manganeso, los polifenoles, los
licopenos, los 4cidos galicos, los flavonoides, la quercetina, las catequinas y los

taninos.?'

Tabla 1. Clasificacién de antioxidantes.?

Exégenos Enddgenos Cofactores

Vitamina E ‘Glutation Cobre

Vitamina C Coenzima Q Zinc

Beta caroteno Acido tiéetico Manganeso

Flavonoides Enzimas: Hierro

Licopeno Superéxido dismutasa (SOD) selenio
Catalasa

Glutatién peroxidasa
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Tabla 2. Clasificacién de los antioxidantes segun el sitio de accién. %

Intracelular Membrana Extracelular
Superéxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina
Catalasa Betacarotenos Transferinas
Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas
DT-deafarasa Albaminas
GSH Haptoglobinas
Proteinas que ligan metales Vitamina C
SISTEMAS
ANTIOXIDANTES
|
| | | |
S X bl
PRIMARIOS {{ SECUNDARIOS | | TERCIARIOS
previenen la capturan radicales | | reparan .
formacién de libres \4 biomoléculas
radicales libres
vitamina E ) enzimas 4
N reparadoras de
ENZIMAS vitamina C ADN, proteinas
— B caroteno j y lipidos
_l._—_/
) | ) § -
Y 8 1)
superdxido glutation
dismutasa catalasa peroxidasa
(SOD) U (GSHPy)
| | |
A ( s h] % )
cofactores cofactor cofactor
cobre hierro selenio
zinc b )
manganeso

Figura 4. Sistemas antioxidantes.?

2.5. Compuestos fendlicos

Son grupo de sustancias que poseen en comun un anillo aromatico con uno o
mas sustituyentes hidroxilos y que ocumren frecuentemente como glicésidos,
combinado con unidades de azlcar. Son relativamente polares y tienden a ser
solubles en agua.?*
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Las estructuras fendlicas son metabolitos secundarios que pueden proceder de
la ruta del acido shikimico o de ruta acetato. ®
» Proceden de la ruta del acido shikimico: fenoles sencillo, acidos fendlicos
(benzoicos, cinamicos, etc.), cumarinas, lignanos, flavonoides, antocianinas y
taninos.
» Proceden de la ruta de los acetatos o ruta del acido mevalénico, los
siguientes derivados fenodlicos: antraquinonas y heterésidos antracénicos.
Los compuestos fenélicos en las plantas se reconocen como compuestos
importantes que confieren estabilidad frente a la oxidacion. Los compuestos
fendlicos antioxidantes naturales puede ser: un grupo lipéfilo, tocoferoles y un
grupo hidrofilo, incluyendo fenoles simples, acidos fendlicos, flavonoides y
taninos. A pesar de que los quimicos han elucidado las estructuras de miles de
compuestos fendlicos, todavia hay muchos compuestos que ain no han sido
completamente caracterizados y se les conoce como extractos fendlicos. Los
flavonoides, taninos y &cidos fendlicos son los principales compuestos
fenolicos.?
Los compuestos fendlicos son un amplio grupo de sustancias con diferentes
estructuras quimicas y actividad, son constituyentes importantes de las plantas y
que a su vez les otorga multiples efectos benéficos. Estan presentes
generalmente en forma de glucdsidos en los extractos de las frutas, hierbas,
vegetales, cereales y otros materiales de plantas ricos en polifenoles lo que ha
permitido su utilizacién por la industria alimentaria no solo por las caracteristicas
organolépticas que le confieren a las frutas y verduras sino que retardan la
oxidacién de los lipidos y mejoran la calidad nutricional de los alimentos. En
adicion a esto, los polifenoles presentan una amplia gama de actividades
biolégicas, incluyendo |la actividad anticancerigena, antiinflamatoria,
antihipertensiva, estrogénica, antioxidante y efectos protectores contra
enfermedades cardiovasculares. Especiaimente estos componentes pueden
ejercer efecto antioxidante como el secuestro de radicales libres, donan
moléculas de hidrégeno, barren moléculas de superdxido, quelan metales de
transicién; estas propiedades son atribuidas principalmente al grupo hidroxilo
presente en su anillo bencénico.?®
Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas y actian como agentes protectores frente a
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patogenos, siendo secretados como mecanismo de defensa a condiciones de
estrés, tales como infecciones, radiacion UV, entre otros. Esta sintesis se da a
partir de la fenilalanina por la via del shikimato. Juegan un rol vital en las plantas
y regulan el metabolismo y sintesis de la lignina, por lo que las plantas presentan
un gran namero de componentes fenélicos (flavanoles, flavonoles, chalconas,
flavonas, flavanonas, isoflavonas, taninos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos,
etc). Los compuestos fenélicos son un gran grupo de antioxidantes naturales.
Los fenoles sencillos son poco frecuentes y estan en la planta en forma de
heterésidos. Los acidos fenélicos se pueden clasificar en derivados del acido
benzoico y derivados de acido cinamico.”

2.5.1. Acidos fenélicos.

Compuestos organicos que poseen como minimo un hidréxido fenélico. Son
principalmente derivados del acido benzoico, y de acido cinamico con
propiedades quimicas y analiticas diferentes y de interés farmacolégico limitado
desde un punto de vista fisioloégico y terapéutico. Sin embargo, los arbutésidos
presentan propiedades antisépticas, los derivados salicilicos presentan
propiedades anti-inflamatorias, los ésteres heterosidicos pueden presentar
interés como inhibidores enzimaticos, antimicéticos y antibacteriamos.®

2.5.2. Flavonoides

Los flavonoides son fenoles de tipo diaril-propano (Ar-C3-Ar) unidos, la mayoria,
a una cadena de azucar.?

Los flavonoides estadn compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados
mediante un anillo pirano (C). Lo cual deja un esqueleto de difenilpiranos: C6-
C3-C6, comun en la mayoria de los flavonoides. Y gracias a las variaciones del
pirano se logran clasificar. Las plantas superiores sintetizan una amplia variedad
de compuestos fendlicos durante su crecimiento y desarrollo, entre ellos, los
flavonoides. Estos compuestos, productos de la ruta biosintética del acido
fenilpropanoico, intervienen en los vegetales en la formacion de pigmentos, en la
proteccion frente a la radiacion ultravioleta, en la defensa durante la interaccion
planta-patégeno y posiblemente, modificando la accién de distintas hormonas
vegetales (auxinas y citoquinas).
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Figura 5. 2-fenilbenzopirona, nucleo basico de los flavonoides.?

Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos polifenélicos ampliamente
distribuidos en las frutas y en los vegetales, asi como en el té negro, el cafe, la
cocoa, la cerveza y el vino rojo.?

Los flavonoides estan ampliamente extendidos en todo el reino vegetal
constituyendo la mayoria de los pigmentos amarillos (flavonas, flavonoles,
chalcona, auronas), rojas y azules (antocianos) de flores y aigunos frutos.®

Son particularmente abundantes en las plantas vasculares. Destacan las familias
Asteraceae, Rutaceae, Fabaceae, Umbelliferae, Lamiaceae, entre otras, por el
contenido y diversidad estructural de flavonoides que existen en ellas.®

2.5.2.1. Propiedades farmacoldgicas

Poseen propiedades terapéuticas como: antioxidantes, antiinflamatorias,
antitrombéticas, antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales, antiasmaéticas e
inhibidoras de enzimas. Entre todas, las propiedades biologicas de mayor interés
han sido sus efectos antioxidantes, los cuales han sido realizados un sin ndmero
de estudios principaimente de corte clinico y nutricional, teniendo en cuenta que
a menudo dosis fammacoldgicas de antioxidantes dietéticos comunmente
recomendados en todo el mundo, como es el caso de las combinaciones
vitaminicas (vitamina E mas vitamina C y B - caroteno), no producen los efectos
esperados o estos resultan daiiinos, por lo que para lograr una mejor accion
antioxidante se prefiere incluir en la dieta una mezcla de flavonoides y taninos.”
Asi mismo protectores de la pared vascular o capilar, antiradicales libres,
antiespasmodicos, antihemorragico, antihepatotéxico, diuréticos y anti fungicos.?
Los flavonoides, en general, no parecen ser toxicos. Consumidos en la dieta
habitual en cantidades apreciables (alrededor de un gramo diario, por término
medio) podrian proporcionar a nuestro organismo en niveles significativos para
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ejercer algunas acciones farmacolégicas de la amplia gama que poseen. Con el
fin de estudiar la posible asociacién entre el consumo de flavonoides con la dieta
y la potencial reduccion de la morbilidad y mortalidad coronaria, se ha llevado a
cabo un estudio de cohorte con 5133 pacientes, durante mas de veinte afios. El
analisis estadistico de los datos han permitido determinar una relacién inversa
entre la ingestion de flavonoides y mortalidad por enfermedad coronaria, lo que
podria deberse a que el efecto antioxidante de los flavonoides ejerza una
proteccion de las Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL), previniendo o
retrasando el desarrollo de la aterosclerosis.®

2.5.2.2. Relaci6n estructura actividad antioxidante

Con respecto a su estructura, los flavonoides con sustituyentes dihidroxilicos en
posiciones 3" y 4" en el anillo B se muestran mas activos como antioxidantes y
es potenciado este efecto por la presencia de un doble enlace entre los carbonos
2y 3, un grupo OH libre en la posicién 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4.
Ademas, las agliconas se muestran mas potentes en sus acciones
antilipoperoxidativas que sus correspondientes glicc')sidos.m

2.5.3. Taninos

Estan constituidos por una amplia gama de plantas estudiadas que contienen
estos metabolitos, poseen compuesto hidrosolubles con estructura polifendlicos,
capaces de precipitar ciertas macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosas,
gelatinas). Esta capacidad para precipitar es la base de sus dos propiedades
principales: su capacidad de curtir la piel y su poder asta‘ingente.27

Sus propiedades mas conocidas y avaladas por la experimentacién son debido a
su capacidad para formar complejos con varias sustancias; pero ademas su
actividad antioxidante, basada en la captura de radicales libre. Utilizados desde
la antigiiedad por su propiedad astringente en uso interno y extemo.®

2.5.4. Lignanos

Los lignanos constituyen un grupo de productos naturales ampliamente
distribuidos en el reino vegetal, cuyas unidades estructurales son biosintetizadas
a través de la ruta de acido sikimico. Posee la caracteristica comuan formada por
dos unidades de fenilpropano enlazado por el atomo central de sus cadenas
laterales. '
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Estos compuestos estan presentes desde bridfitos y helechos hasta plantas
superiores donde desempefian importantes funciones farmacologicas, entre ellos
los de tipo defensivo.

Tienen dos tipos de lignanos los simples y ciclolignanos, los primeros presentan
una unidén carbono- carbono a través de la posicién 8 y 8" de sus cadenas
laterales, entre la variedad de estos compuestos se tiene como: el Acido
guayarético, dibencilbutano, lignandélidos, epoxilignanos, burserano, etc. Y los
ciclolignanos resultan de la formacion de otro enlace adicional carbono —
carbono lo que da lugar a un nuevo anillo, entre ellos se tiene a: megafona,
alcohol dehidrocoferilico, magnolol, isomagnolol, etc.*

2.6. Bioactividad en Arfemia salina

Uno de los biomodelos mas utilizados en las etapas preliminares de la
investigacion fitoquimica, es el bioensayo de letalidad frente a Arfemia Salina’.
Desarrollada en 1982 por Meyer y Col. El procedimiento consiste en exponer
compuestos activos y / o extractos de plantas a nauplios de Arfemia salina, para
determinar valores de concentracion letal 50 (CL50), expresada en g/ml. Sin
embargo, los valores obtenidos de CL50, no advierten una actividad fisiolégica o
biolégica en particular; son indicadores de toxicidad a nivel celular que pueden
orientar investigaciones mas especificas.

La toxicidad en vivo de un organismo animal puede usarse como método
conveniente para el seguimiento y fraccionamiento en la bilsqueda de nuevas
productos naturales bioactivos.

Este bioensayo es aplicable a compuestos con estructuras y modos de actividad
diversos, lo que le otorga la caracteristica de ser de amplio espectro, que sea
usado como método de analisis para detectar residuos de pesticidas,
micotoxinas, anestésicos y compuestos de tipo morfinico entre otros.*'

2.6.1. Actividad Toxicolégica

Uno de los aspectos importantes para la evaluacién de la actividad toxicologica
es la relacion entre la concentracion de un compuesto quimico a la cual se
expone un organismo y el consecuente efecto nocivo que le produce. Esta
relacion, conocida como relacion dosis-respuesta, constituye entonces la base
para la evaluacion del peligro y el riesgo generado por las sustancias quimicas
en el medio donde se encuentren las muestras biologicas. La actividad bioldgica
es la capacidad que tiene el material de interactuar quimicamente con los tejidos
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del organismo, es una expresion que describe los efectos beneficiosos o nocivos
de una droga o extracto en organismos vivos. Tanto las investigaciones
biologicas basicas como las investigaciones es aplicadas, han determinado
muchos adelantos importantes de la ciencia médica. Por eso resulta
indispensable seguir realizando investigaciones en ambas clases con el fin de
descubrir las causas, mecanismos, prevencion y tratamiento de enfermedades
que aun no son bien conocidas por el hombre, asi como para probar la eficacia e
inocuidad de muchos de los principios activos utilizados en medicina humana y
veterinaria, y en general para avanzar en el conocimiento biolégico.*

2.6.2. Concentracién Letal Media (CL 5)

La CL50 se utiliza para encontrar umbrales de toxicidad para determinadas
sustancias. En la investigacion fitoquimica basandose del principio de la
farmacologia, se da la toxicologia a bajas concentraciones y altas
concentraciones la cual se puede correlacionar la bioactividad con el valor de la
DLsy ¥y al mismo tiempo su grado de toxicidad. La determinacion de la DLsy
requiere de la estadistica, para lo cual es necesario transformar los valores de
respuesta obtenidos en unidades Anglit,Logit o Probit y las dosis suministradas
en unidades logaritmicas conocidas como dosis metamétricas. Existen algunos
programas especializados que realizan este tipo de calculos automaticamente,
pero su confiabilidad depende de la persona o institucibn que los haya
desarrollado. El periodo de tiempo durante el cual se expone el estimulo debe
ser verificado, por ejemplo, 24 horas, esto con el fin de comparar y estimar la
potencia relativa del estimulo. Como organismo de prueba se puede utilizar
Artemia salina.®
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lil. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucién
El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios del Area de
Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga, durante los meses de febrero a julio de 2015.
3.2. Definicién de la poblacién y muestra
3.2.1 Poblacién
Hojas de la especie Pearcea hypocyrtifiora (Hook.f.) Regel “cancer ccora’, esta
es una planta silvestre con sustancias quimicas con gran utilidad en la medicina
natural. Siendo usada por los pobladores de la zona y lugares aledafios a la
selva central (VRAEM) colindando con el departamento de Cusco, sin tener en
conocimiento que probablemente pueda causar algunos efectos secundarios en
su salud, por consumo indiscriminado, por ello el estudio cientifico de esta
planta nos sirve para conocer y realizzar los bioensayos toxicolégicos
necesarios.
3.2.2 Muestra
Constituyé 500 g de hojas secas de Pearcea hypocyrtifiora (Hook. f.) Regel
"cancer ccora” de la poblacion de distrito de Kimbiri que pertenece a la provincia
de la Concepcién, departamento de Cusco.
3.2.2.1. Tipo de muestreo.
Se us6 un sistema de muestreo no probabilistico por la inaccesibilidad de esta
planta, la cual se encontré en pefiascos y en la profundidad de la selva.
3.2.2.2. Unidad de analisis
Compuestos fenélicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrtifiora (Hook. f.)

Regel "cancer ccora”
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3.3. Diseiio metodolégico para la recoleccién de datos

3.3.1. Recolecciéon de muestra

Las hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel “cancer ccora”, fueron
recolectadas en horas de la mafiana, en buen estado de conservacién, durante
el mes de agosto, luego fueron limpiadas, secadas y guardadas en bolsas de
tela de color oscuro.®

Con una parte de la planta se procedié a la identificacién botanica por los
especialistas del Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
encargada por la biéloga Laura Aucasime Medina.

3.3.2. Preparacién de muestra

La planta recolectada fue trasladada a los Laboratorios del Area de Farmacia de:
la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga y fue desecado a
temperatura ambiente, posteriormente fue pulverizada utilizando un molino de
cuchillas, para obtener un polvo seco que fue almacenandose en frascos ambar.
3.3.3. Extraccion de compuestos fendlicos

Para el aislamiento de compuestos fendlicos se consideré primero hacer una
extraccion hidroalcoholica con etanol al 80% con doble extraccién, evaporacién a
sequedad del extracto, desengrasado con éter de petréleo con la finalidad de
eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros metabolitos que puedan interferir con la
extraccion de compuestos fendlicos.

Extraccion liquido-liquido con acetato de efilo utilizando un embudo de
separacion, para recuperar finalmente la fraccién de acetato de etilo y evaporaria
a sequedad.’ (ANEXO 2)

3.3.4. Ensayo fitoquimico cualitativo al extracto hidroalcohélico

La caracterizacion fitoquimica se basdé en el agrupamiento de metabolitos
estructuralmente semejantes, para identificarlos por su comportamiento quimico
frente a reacciones estandarizadas. Se realizaron las pruebas de coloracion y
precipitacion.?

3.4. Identificacion

3.4.1. Cromatografia en capa fina (CCF)

Las soluciones estandares que se emplearon fueron: Vitamina C, acido salicilico,
quercetina, rutina y el acido tanico de 0,2 mg/ml.
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Sistema cromatografico

Fase estacionaria: placa de cromatografia 20 x 20 conteniendo Silicagel G 254

(Merck).

Fase movil: butanol: 4cido: acético: agua (4:1:5).%

Volumen de inyeccion: 20 pl.

Revelador: luz ultravioleta (CAMAG 366 — 254 nm), amoniaco y cloruro férrico.

3.4.2. Prueba espectral

Preparacién de las soluciones estandares

Solucion estandar es acido tanico en metanol a concentracion de 0,2 mg/ml.

Preparacién de solucion de la muestra

Los extractos de cada una de las fracciones se disolvieron en metanol en una

fiola de 50 ml.

Sistema espectrofotométrico: Equipo Génesis 6

Celda: Cuarzo de 1 cm.

Longitud de onda: 200 nm a 500 nm.

Blanco: Metanol.

Se registraron los espectros e identificaron los maximos picos de absorcién en

comparacion con el espectro del estandar.

3.5. Determinacioén de la actividad antioxidante

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

Fundamento

Uno de los métodos para determinar la capacidad antioxidante es aquel que

emplea al radical DPPH, el cual por su estabilidad es destruido solamente por

antioxidantes, de tal manera que el mejor compuesto destructor del DPPH sera

el mejor antioxidante ®

La técnica empleada de DPPH consiste en que este radical tiene un electrén

desapareado y es de color azul - violeta, decolorandose hacia amarillo palido por

reaccibn con una sustancia antioxidante; la absorbancia es medida

espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de absorbancias, pemite

obtener el porcentaje de captacion de radical libres.

Existen muchos métodos para evaluar la actividad antioxidante en fuentes

vegetales, como plantas medicinales y alimentos. Uno de ellos es el método de
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neutralizacion del radical libre 2,2 — difenil picrilhidracil (DPPH). El radical libre y
estable DPPH, es una sustancia que mide la capacidad de secuestro de
cualquier compuesto con actividad antioxidativa.'®

La solucion de reactivo DPPH es de color violeta y presenta una absorbancia a
517 nm. La reaccioén consiste en la sustraccion de un atomo de hidrégeno
proviene de un donador (compuesto puro o extracto) por el radical libre DPPH,
desarrollando un cambio de color violeta a amarillo a medida que disminuye la
concentracién de radicales libres; el que se lee en el espectrofotémetro después
17,6

de 20 a treinta minutos de reaccion.
La reaccion entre la sustancia a evaluar y el DPPH se observa en la siguiente

figura 6.
o () o ()
- O o O
Flavonoide
. i DPPH (amarillo Radical
DPPH (ptrpura) Flavonoide ( ) fencl)xii

Figura 6. Reaccion de reduccion del DPPH.

Procedimiento

= Una solucién metanoélica de DPPH de 20 mgl/l.

= Una solucién metanélica de compuestos fendlicos de las hojas de Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora” de 300 pg /ml (sol. A).

= Un blanco con metanol: agua (2:1) para ajustar el espectrofotémetro a cero.

* Un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra (sol. A) y 1,5 ml de metanol.

» Un patrén de referencia (estandar) con 1,5 ml de DPPH y 0,75 ml de agua
destilada.

= La muestra con 0,75 ml de solucién A y 1,5 mi de DPPH obteniéndose una
concentracién final de 100 ug/ml, se dejé a temperatura ambiente por cinco
minutos y se realizé la lectura a 517 nm en el espectrofotometro.
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* Se diluyd la solucién A (2) con metanol en una proporcién de 1:1 (sol. B) para
obtener una concentracién final de 50 pg/ml y luego en una proporcién de 1: 9
(sol. C) para obtener una concentracion final de 10 pg/ml.

= Con las soluciones B y C se procedi6 igual que en el caso anterior.

Calculos:

Ac— (Am — Ab)
Ac

%AA=[ ] x 100

Donde:

Ac: Absorbancia del control DPPH

Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra
AA: Actividad Antioxidante

3.6. Bioensayos de toxicidad en Artemia salina

3.6.1. Fundamento

Se basa en la exposicion de este crustaceo que se encuentra en el agua de mar

artificial, con soluciones en pg/mi del extracto hidroalcohélico obtenido, todo elio

para determinar el naumero de crustaceos vivos por cada dilucién en 24 y 48

horas de exposicion.

3.6.2. Protocolo experimental

Se tomé como referencia el método propuesto por CYTED (1995) el cual se

realiz6 en varias jomadas.

Dia: 1

« Separe las cubetas de plastico o vidrio en dos compartimientos uno
totalmente oscuro y el otro con luz artificial permanente.

e Se prepar6 el agua de mar (3.8 g de sal de mar comercial) en 100 ml de
agua destilada y que luego se procede a filtrar.

» Posteriormente se colocé 150 huevos de Artemia salina en una cubeta
preparada (zona oscura) conteniendo 1000 ml de agua de mar artificial.
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Dia: 2

 En un matraz Erlenmeyer que contiene agua de mar artificial se transfirio la
mayor cantidad de nauplios vivos.

Dia: 3

e Se disolvio 20 mg de compuestos fendlicos de las hojas de Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora” en 2 ml de de agua destilada.
A partir de esta solucion se prepararon tres disoluciones de 1000, 100 y 10
ppm (ppm=1mg/l) para ello.

e Se transfirié 500 pl de la solucién en tres tubos
e Se transfiri6 50 pl de la solucién en tres tubos
e Setransfirio 5 plde la solucion en tres tubos

e A cada uno de los tubos de ensayo que contenia 500 pl de la solucién se
agreg6é 10 nauplios del crustaceo y luego se completé con 4500 pl de agua
de mar artificial fresca para completar un volumen total de 5 ml.

e A cada uno de los tres tubos de ensayo que contenian 5 pl de la solucion se
le agreg6 10 nauplios del crustaceo y luego se complet6 4995 pl de agua de
mar artificial fresca para completar un volumen total de 5 ml.

e Para el grupo control se usd nueve tubos de ensayo (tres tubos para cada
concentracion) a los que se afnadié 5 ml de agua de mar artificial fresca y 10
nauplios de Artemia salina.

Tabla 3. Clasificacion de toxicidad segiin CYTED*" “°

| Extremadamente téxico 1-10 pg/ ml
I Altamente toxico 10 -100 pg/ mi
] Moderadamente téxico 100 - 500 pg/ mi
Y Ligeramente toxico 500 - 1000 pg/ mi
Vv Practicamente no téxico 1000 - 1500 Mg/ mi
Vi Relativamente inocuo > 1500 pg/ mi
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3.7. Anilisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante fueron organizados en tablas y una
matriz para calcular la media y la desviacion estandar. La significancia
estadistica fue determinado mediante el Analisis de Varianza (ANOVA) a un nivel
de confianza del 95% (p<0,05).

Para encontrar la toxicidad (CLso) se utilizé el programa Probits.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 4. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook.f.) Regel “cancer ccora”. Laboratorio de
farmacognosia de farmacia y bioquimica, junio de 2015

Metabolitos
Ensayos Resultados Observaciones
secundarios
Dragendorff ++ Precipitado naranja
Alcaloides Mayer + Precipitado naranja
Wagner +++ Precipitado rojo-vino
) Lieberman — Coloracién verde
Triterpenos y/o ++
. Burchard oscuro
esteroides
) Carbonato de sodio Coloracion verde
Catequina ++ )
+luz UV carmelita a luz UV
Resinas H,0 destilada + Precipitado
Azucares i . . .
Fehling + Precipitado rojo - vino
reductores
Saponinas Espuma ++ Formacion de espuma
Compuestos L. I
) Cloruro férrico al 1% + Coloracion rojo-vino
fendlicos
Flavonoides Shinoda +++ Coloracién rojo-vino
Antocianinas Rvo. Antocianinas +++ Coloracion rojo - vino
Leyenda:
(-) . Ausente )
+) : Poco
(++) : Moderado
(+++)  : Abundante
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Tabla 5. Coloracion y fluorescencia de los compuestos fendlicos aislados de las
hojas de Pearcea hypocyrtifiora (Hook.f.) Regel “cancer ccora” con los
estandares. Laboratorios de toxicologia de farmacia y bioquimica, julio de 2015

i Cloruro Fluorescencia al ultravioleta
Visualizacion N
Compuestos ) férrico .
visible Sin NH; Con NH,
al 1%
Mancha Marrén Purpura - mar Fluorescencia
Cancer ccora i o . .
marron 0SCUro mancha rojovino  pulrpura - rojo
) Mancha Marrén i ) ) )
Rutina Purpura mar bajo  Amarrillo bajo
marrén OSCUro
) Mancha Mancha . ) Se intensifica la
Quercetina . Amarrillo bajo i
marrén bajo turquesa fluorescencia.
) . Se intensifica la
Acido tanico Lineamarrén  Azul oscuro Linea oscura i
fluorescencia.
‘ Verde bajo Intensifica la
Ac. Salicilico Incoloro violeta .
fluorescente fluorescencia
Mancha Verde Se intensifica la
Ac. Ascorbico Incoloro .
verde fluorescente fluorescencia.
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Figura 7. Porcentaje de captacion de radicales libres DPPH por parte de
compuestos fendlicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.)
Regel “cancer ccora”. En comparacién de los estandares vitamina C y acido
caféico. Laboratorio de toxicologia junio de 2015
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Figura 8. Porcentaje de actividad secuestradora de radical libre de DPPH por
efecto de los compuestos fendélicos aislados de hojas de Pearcea hypocyrifiora
(Hook. f.) Regel "cancer ccora”, en comparacion con vitamina C y acido caféico.
Laboratorio de toxicologia junio de 2015
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Figura 9. Representacion grafica de la prueba de probit para determinacion de la
Concentracién Letal media (CLs) de los compuestos fenélicos aislados de hojas
de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora”. Laboratorio de
toxicologia junio de 2015.
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V. DISCUSION
En el presente trabajo se demosiré que el extracto o compuestos fenélicos
obtenidos de las hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora”,
presentan actividad antioxidante, los cuales son los responsables de las
actividades farmacolégicas.
Para la extraccion de los diversos metabolitos se realizd extraccion liquido -
liquido donde se utilizé diferentes solventes: el éter de petréleo con la finalidad
de eliminar las grasas, ceras, pigmento y otros metabolitos, la segunda
extraccion con cloroformo que tiene como finalidad extraer a los terpenos y
sesquiterpenos, la tercera extraccion con acetato de etilo que tiene la finalidad
de extraer compuestos fenélicos.*®
En las Tabla 4, 5 y Anexo 7, el tamizaje fitoquimico del extracto etanélico y las
fracciones aisladas es desarrollado segin la técnica de Lock de Ugaz® y
Miranda® por el cual, reportan la presencia de taninos y/o fenoles, flavonoides,
lactonas y/o cumarinas, saponinas, triterpenos y/o esteroides, catequinas,
antocianinas, azicares reductores y alcaloides; estos metabolitos estan
presentes en las hojas de Pearcea hypocyrtifiora (Hook. f.) Regel "cancer ccora”
siguiendo los procedimientos indicados por Lock de Ugaz® y Miranda.*®
El ensayo cualitativo para detectar los taninos son cloruro férrico al 1 por ciento:
para taninos hidrolizables es precipitado rojo — vino. Compuestos fendlicos en
general y taninos condensados es precipitado verde y con la solucion de gelatina
{clara de huevo) forma precipitado caracteristico.” * Por lo tanto, el extracto
etandlico de las hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora®
presentan compuestos fendlicos en general (Tabla 4 y 5, Anexo 7).
Los taninos estan constituidos por un amplio grupo de compuestos hidrosolubles
con estructuras polifendlicos, capaces de precipitar ciertas macromoléculas
(proteinas, celulosas, gelatinas). Esta capacidad para precipitarlas es la base de
sus propiedades principales: curtir la piel y su poder astringente.®
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Mediante ensayos cromatograficas preliminares, se confirmé la presencia de
compuestos fendlicos observandose manchas con luz ultravioleta (CAMAG) 210
nm y asi mismo revelandose con FeCl; al 1 por ciento para estos compuestos.
Los compuestos fendlicos fueron detectados en el extracto etandlico. Las
manchas caracterizadas fueron: Azul — turquesa y la clorofila, por la
fluorescencia roja caracteristica.” * (Anexo 10y 12).

Segln Lock de Ugaz®® la deteccion de los flavonoides por cromatografia de
papel y capa delgada pueden hacerse por el color que desarrollan en lacamara
de luz ultravioleta, apareciendo como manchas fluorescentes azules, rosadas,
naranjas, purpuras y otra, las cuales se intensifican o cambian de fluorescencia
luego de su exposicion a vapores de amoniaco, cual se pudo apreciar en la parte
experimental (Tabla 5 y Anexo 10, 12).®

Los flavonoides resultantes en la fraccion de acetato de etilo fueron aislados y
purificados mediante cromatografia en capa fina a escala preparativa, las
manchas caracterizadas fueron recuperados del silicagel con metanol,
lograndose aislar dos fracciones.” Por la concentracién minima de los
compuestos fendlicos no se muestran curvas bien definidas, las estructuras
quimicas de los compuestos fendlicos aisladas por la cromatografia fueron
elucidadas mediante correlaciones quimicas con los datos obtenidos por
espectro ultravioleta en metanol y por comparacién con espectros dados en la
literatura por Mabry.¥ sugiriéndose como una estructura de los acidos fenélicos
(Anexo 17).

Los espectros de los flavonoides son determinados usuaimente en solucion
metandlica. E| espectro tipicamente consiste en dos maximos de absorcion en
los rangos de 240 — 285 nm (banda I, BIl) y 300 — 550 nm (banda |, Bi). Podria
indicarse como caracteristica que en dihidroflavonas, dihidroflavonoles e
isoflavonas la banda | es de baja intensidad (mas baja de la banda [

Las flavonas y flavonoles muestran dos bandas definidas: La banda |, de mayor
longitud de onda en el rango 300-390 nm asociada con la funcionalidad
cinamoilo, y la banda Il, entre 250-280 nm debida al anillo aromatico a
(funcionalidad benzoilo), aungue a veces se observan otras bandas de
absorcién. La posicion de la banda | depende del tipo de flavonoide: las flavonas
se muestran en 310-350 nm, los flavonoles 3-OH-sustituidos en 330-360 nm, y
los flavonoles en 350-385 nm."""®. Espectrofotométricamente observamos que
cada extracto posee diferente longitud de onda, en la cromatografia realizada se
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encontré dos coloraciones con las cuales se hizo el respectivo anlisis y se
extrajo la curva espectral y se encontré dos coloraciones, una coloracién
fluorescencia Azul — Turquesa y la ofra, fluorescencia roja. La primera
fluorescencia Azul — Turquesa muestra longitud de onda: 210 y 275 nm y la
segunda coloracion fluorescencia roja muestran longitud de onda: 205 nm, lo
cual se puede atribuir en ambos casos que se trata de acidos fendlicos por la
semejanza en algunas caracteristicas como la coloracién en luz UV (C/S NH3) y
grafica espectral (Anexo 17).

Para la deteccién de la actividad antioxidante fue necesario elegir el método que
nos permita la rapidez, la precision, la exactitud, por ello se eligié el método de
neutralizacion del radical libre DPPH, el cual pemnite estimar la capacidad de
captacién de radicales libres por antioxidantes fenélicos principaimente.’

Existen una variedad de métodos para evaluar propiedades antioxidantes el cual
estan agrupados como: sustrato diana, este es uno de los primeros métodos
para medir [a propiedad antioxidante que se basaron a la proteccién frente a la
oxidacion de lipidos, solo detectan estados avanzados de daiio oxidativo,
usando como dianas a proteinas y por su sensibilidad permite evaluar los pasos
iniciales del proceso oxidativo; el de especies reactivas son sustancias ajenas a
los organismos como el DPPH y el ABTS, y estos actian a Ié quelacién de los
radicales libres, son mas importantes a nivel fisiolégico por que se evalta a los
hidroxilos o peroxilos; Otro método es la polaridad de interferencias, la produce
interacciones con los radicales libres con los compuestos antioxidantes la
deficiencia de este método es si existe diferencias entre la concentraciones
molares, estos métodos muestran mayor sensibilidad y especificidad; existen
otros métodos de identificacion y captacién de radicales, sin embargo los
mencionados son los méas conocidos.*

La actividad antioxidante se evaiué utilizando el método de captacion del radical
libre 1,1- difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), donde se observd que los compuestos
fendlicos presentes en el extracto de acetato de etilo mostraron actividad
antioxidante dependiente de la concentracion, pero mostraron algunas
diferencias cuando se compara con la vitamina C y el &cido caféico tal como se
muestra en sus respectivas pruebas estadisticas (grafico 7,8 y Anexo 8,9, 13y
14), el anélisis de varianza muestra que no existe diferencia significativa entre
los compuestos fendlicos de extracto aislado de ia planta estudiada con los
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estandares expuestos, es decir tiene una actividad antioxidante
comparativamente similar a la vitamina C y acido caféico (Anexo 14).

Se us6 varios compuestos puros que sirvieron como estandares como el acido
galico que juega un papel muy importante en la constitucién de los taninos
hidrolizables.® la naturaleza quimica de los compuestos polifenoles es muy
heterogénea y engloba un amplio surtido de disposiciones estructurales libre a
conjugadas (estructuras polifenélicas unidas a sustancias de distinta naturaleza).
Asi, los flavonoides son compuestos polifendlicos que reflejan un gran nimero
de estas estructuras. Los acidos fendlicos constituyen un ejemplo representativo
de estructuras que estan asociadas con otras sustancias no necesariamente
polifenoles, en la naturaleza.' los azucares reductores dan un precipitado de
color rojo ladrillo al realizar pruebas de Fehling. También los azticares reductores
son considerados antioxidantes.'?

Estudios recientes demostraron que ciertos productos de las plantas como
flavonoides y taninos son sustancias antioxidantes naturales que tienen
normalmente una fraccion fendlica en su estructura molecular lo que atribuye un
gran poder destructor de radicales libres.>

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos depende de su estructura
molecular, la cual inﬂuye en la facilidad con la que un 4tomo de hidrégeno de un.
grupo hidroxilo aromatico puede ser donado a un radical libre y en la habilidad
del fenol de soportar un electrén no apareado. La estructura O-dihidroxi en el
anillo B se considera determinante en la neutralizacién radical y/o el potencial
oxidativo.®

Es asi que la fraccién de acetato de etilo de las hojas de Pearcea hypocyrtifiora
(Hook. f.) Regel "cancer ccora” tuvo una actividad antioxidante de: 84,94%;
70,05%; 66,38% respectivamente a las concentraciones de 100 ug/ml, 50 pyg/ml
y 10 pg/mi, esto debido a que los diferentes solventes utilizados arrastraron
diferentes metabolitos que presentan actividad antioxidante, los méas polares
como etanol para glicésidos o agliconas muy hidroxiladas, hasta menos polares
como éter y cloroformo para flavonas altamente metoxiladas.?

Es asi que los solventes utilizados para su extraccion son seleccionados de
acuerdo con la polaridad de los flavonoides u otras sustancias como los acidos
fendlicos. Los glicésidos y las geninas mas polares, tales como flavonas
hidroxiladas, flavonoles, auronas y chalconas son generalmente aislados a partir
del material vegetal por extraccion con acetona, alcohol, agua o mezcla de éstos.
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Las geninas altamente metiladas (menos polares) son usualmente extraidas con
solventes tales como cloroformo, éter o acetato de etilo.

Asi como la satureja brevicalix Epl. “wayra mufia” contiene propiedad
antioxidante en un 96,40%; 94,79%; 61,88% respectivamente a las
concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/mly 10 ug/ml.” y la Cestrum auriculatum I’
Heritier “hierba santa” es antioxidante como muestra en sus resultados 92,24%;
84,41%, 65,09%. Respectivamente a las concentraciones de 100 ug/ml, 50 ug/ml
y 10 ug/ml.? Por ello, con las diferencias observadas muestran que la satureja
brevicalix £pl. “wayra mufia” tienen ligeramente mas actividad antioxidante que
la Pearcea hypocyrtifiora (Hook. f) Regel "cancer ccora”. Sin embargo,
estadisticamente son similares por tanto las hojas de Pearcea hypocyrtiflora
(Hook. f.) Regel "cancer ccora”, también tiene actividad antioxidante significativo.
En los biomodelos mas utilizados en las etapas preliminares de la investigacién
fitoquimica, es el bioensayo de letalidad frente a Artemia Salina. (Desarrollada
en 1982 por Meyer y Col). El procedimiento consiste en exponer compuestos
activos ylo extractos de plantas a nauplios de Artemia salina, para determinar
valores de Concentracién Letal 50 (CLsp), y/0 Dosis Letal 50 (DLsy) expresada en
Hg/ml. Sin embargo, los valores obtenidos de CLsg, no advierten una actividad
fisiologica o bioldgica en particular; son indicadores de toxicidad a nivel celular
que pueden orientar investigaciones mas especificas.*'

La toxicidad in vivo de un organismo animal puede usarse como método
conveniente para el seguimiento y fraccionamiento en la busgqueda de nuevos
productos naturales bioactivos.

Este bioensayo es aplicable a compuestos con estructuras y modos de actividad
diversos, lo que le otorga la caracteristica de ser de amplio espectro, que sea
usado como método de analisis para detectar residuos de pesticidas,
micotoxinas, anestésicos y compuestos de tipo morfinico entre otros.*'

Por tanto el extracto de compuestos fenélicos aislados de hojas de Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora”, se demostr6 la actividad citotdxica,
la cual muestra su Concentracion Letal 50 (CLso) en el bioensayo con Artemia
salina muestra ClLsy de 1020,13 pg/ ml y segun el CYTED menciona que es
practicamente no téxico. (Tabla 3)
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VI. CONCLUSIONES
Los compuestos fendlicos aislados de hojas de Pearcea hypocyrtifiora
(Hook. f.) Regel “cancer ccora”. presentan actividad antioxidante.
Los metabolitos secundarios en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel “cancer ccora” contienen: alcaloides,
triterpenos y/o esteroides, catequinas, resinas, azlcares reductores
saponinas, compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas.
Los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrtifiora
(Hook. f.) Regel "cancer ccora”. presentan actividad antioxidante semejantes
a el acido ascdrbico (vitamina C) y el &cido caféico (p<0,05).
La CLg de los compuestos fendlicos aislados de hojas de Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora” fue 1020,43 ug/ ml. y se
considera practicamente no toxico.
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Vil. RECOMENDACIONES
Proseguir con los estudios de la actividad antioxidante de compuestos
fendlicos aislados de hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f) Regel
"cancer ccora’puesto que demostré tener actividad antioxidante.
Aislar los compuestos fendlicos responsables de dicha actividad, por
métodos mas especificos como por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), resonancia magnética nuclear de protones RMN-H' y resonancia
magnética nuclear de carbono 13 RMN-C",
Realizar estudios de toxicidad en ratas albinas para demostrar y comprobar
la Dosis Letal (DL) de los compuestos fendlicos aislados de hojas de
Pearcea hypocyrtifiora (Hook. f.) Regel "cancer ccora”.
Realizar estudios de las hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel
"cancer ccora” en ensayos con infusién y cocimiento.
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Anexo 1

Certificado de la clasificacion taxonémica de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.)
Regel "cancer ccora”.

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

CERTIFICA

Que. el Bach. en Farmacia y Biogquimica. Sr. Alcides Aron, OCHOA VARGAS
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

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

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : SCROPHULARIALES

FAMILIA : GESNERIACEAE

GENERO : Pearcea

ESPECIE : Pearcea hypocyrthifiora (Hook.f.) Regel..
N.V. ; “ cancer ccora”

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

Ayacucho, 27 de Agosto del 2013
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Anexo 2

Flujograma de obtencién del extracto etandlico.

1 Kg de hojas de Pearcea hypocyrthiflora (Hook. f.)
Regel"céncerlccora"

Residuo de “cancer ccora” Solucidén hidroalcohdlica 1

Solucion Hidroalcohdlica
Fraccién .. Concentracion
Acetato de Etilo
Extracto Etandlico

Suspensién en H,0 destilada
Desengrasado con
Fter de Petréleo

Extraccion con
Acetato de Etilo

® Prueba de Solubilidad l l

® Marcha Fitoquimica
Fraccion Acuosa
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Anexo 3

Tamizaje fitoquimico segun el modelo de Miranda (2002).

Metabolitos Ensayos con Resultados
secundarios reactivos Observacion

Dragendorff Formacion de precipitado
Alcaloides Mayer blanco en todas las

Wagner reacciones.
Lactonas y Baljet Precipitado o coloracion blanco
cumarinas
Flavonoides Shinoda Coloracién amarilla, naranja, carmelita o rojo-

vino en la fase amilica.
Catequinas Catequinas Coloracién verde carmelita a luz UV, indica un
ensayo positivo.

Saponinas Espuma Formacién de espuma en la superficie.
Azlcares Fehling Formacion de precipitado rojo-vino.
reductoras
Compuestos Cloruro férrico Coloracion rojo - vino.
fenélicos
Aminas Ninhidrina Coloracion azul violaceo.
(aminoacidos)
Cardendlidos Kedde Colaracién rajo vino.
Resinas Resinas Formacion de precipitado
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Anexo 4

Recoleccién de la muestra. Kimbiri. Marzo de 2015.

53



Anexo 5

Maceracion (extraccion hidroalcohélica de metabdlicos) y concentracion del
extracto hidroalcohdlico en el rotavapor. Laboratorios de farmacognosia junio de
2015

aﬂﬁ
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Anexo 6

Extraccion liquido — liquido del extracto hidroalcohélico, y desengrasado con éter
de petrdleo. Laboratorio de toxicologia.
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Anexo 7

Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico. Dado en los ensayos
Laboratorio de farmacognosia

el
€2

)

b
B |
-~

P

Leyenda:

(1) Dragendorff,

(2) Mayer,

(3) Wagner,

(4) Baljet,

(5) Lieberman — Burchard,
(6) Resinas,

(7) Fehling,

(8) Espuma,

(9) Cloruro férrico al 1%,
(10) Shinoda,

(11) Kedde,

(12) Antocianinas.
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Anexo 8

Tubos de ensayo con la prueba de captacion de radical libre DPPH de los
compuestos fendlicos aislados.
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Anexo 9

Sembrado, corrido y desarrollo de la placa cromatografia (Cromatografia en
Capa Fina). Con sus respectivos estandares Laboratorio de toxicologia agosto
de 2015
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Anexo 10

Caracteristicas cromatograficas ante luz uitravioleta con NH; y estandares: (

Leyenda:

1) Compuestos fendlicos de “cancer ccora”,
(2) Rutina,

(3) Quercetina,

(4) Acido ténico,

(5) Acido salicilico.

{6) acido ascérbico (vitamina C).
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Anexo 11

Coloracién y fluorescencia de los estandares revelados con cloruro férrico y luz
ultravioleta. Laboratorio de toxicologia junio de 2015

i Cloruro Fluorescencia al uitravioleta
Visualizacién
Estandares férrico
visible Sin NH, Con NH;3
al 1%
Rutina Amarillo Negro Negro Mancha negra
) . ) . Se intensifica la
Quercetina Amarilio Negro Marrén, amarillo )
fluorescencia.
. s N Se intensifica la
Acido tanico Café Plrpura Negro .
fluorescencia.
: Mancha Aumenta
Acido salicilico Violaceo Verde amarillo )
incolora fluorescencia
. Mancha Verde Se intensifica la
Vitamina C ) Negro
incolora fosforescente

fluorescencia.
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Anexo 12

Cromatografia en capa fina de los compuestos fenélicos aislados y sus
respectivos estandares revelados con cloruro férmrico al 1%.y se muestra de la
siguiente manera Laboratorio de toxicologia junio de 2015

Leyenda:

1) Compuestos fenélicos de “cancer ccora”,
(2) Rutina,

(3) Quercetina,

(4) Acido ténico,

{5) Acido salicilico.

{6) acido ascérbico (vitamina C).
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Anexo 13

Porcentaje de captaciéon del radical libre DPPH de los compuestos fendlicos
aislados a las concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/miy 10 pug/ml, con respecto
con el estdndar acido ascorbico (vitamina C). Laboratorio de toxicologia junio de
2015

110
90 -
80 -
70 %
60 T T T T
100 ug/mL 50 ug/mL 10 ug/mL. Vitamina C
Tratamientos
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Anexo 14

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

Suma de Media ;
cuadrados gl cuadratica F Sig
Covariables Tratamientos 2620,880 1 2620,880 50,447 0,000
Secuestramiento st
de DPPH (%) e Concentracié
principales 348,304 2 174,152 3,352 0,053
(Hg/mi)
Modelo 2969,184 3 989,728 19,050 0,000
Residual 1194,920 23 51,953
Total 4164.103 26 160,158

a. Secuestramiento del DPPH (%) por concentracién (pg/ml) con tratamientos

b. Todos los efectos introducidos simultaneamente
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Anexo 15

Incubacién en Artemia salina para realizar la bioactividad de los compuestos
fenolicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrtifiora (Hook.f.) Regel “cancer
ccora”. Laboratorio de toxicologia junio de 2015
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Anexo 16

Programa PROBITS, usado para calculos de de Dosis Letal 50 (DLgg) 0
Concentracion Letal 50 (CLsp).

=1k

ANALISIS DE PROBITS

Para la determinacion de la Dosis Letal 50 o la Dosis
Efectiva 50

Para enconfrar la potencia relativa primero hay
que efectuar los calculos de las muestras por
separado y archivarlas

| Dosis Letal 50

Potencia Relativa
Pata uro de SCT UPCH. Salir
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Anexo 17

Bioensayo en nauplios de Artemia salina para determinar la bioactividad de los
compuestos fendlicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrtifiora (Hook f.)
Regel “cancer ccora”. Laboratorio de toxicologia junio de 2015

Nauplios

vivos muertos

o PPMm P11 P2 |P3} P1] P2 ] P3 ] Promedio(muertos)

1000 5 ] 7 5 6 4 5
100 7 6 8 3 4 2 3
10 8 9 7 2 1 3 2
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Anexo 18

Curva espectral ultravioleta de los compuestos fendlicos aislados de hojas de
Pearcea hypocyrtifiora (Hook. f) Regel "cancer ccora”. Laboratorio de
farmacognosia junio de 2015

Spectrum: Muestra 2.dsp
Dascription: Fluorescancia roja
Oparator: user/FARMACOGNOSTIA
Created: 18/08/2015 12:23:19 p.m.
Spactrophotometer: GENESYS &
Serial number: 2MB6HO 70001
Firmware: 1.200
A
10T ?
S /\
T4 1
: U.B: \
07 i | \
0.6 -;f \
o.sh‘i \ \
0.4 4 '
< 03 Al
0.2 2 -‘%/\\“ 2
: T 5 i '
a1 i e SO !
- TAE
00 3 s — - ;
200 300 400 500
nm
o= Muestral dap  Flunresocends ezul - tuiguesal
T Muestia 2 dsp Fluorescencia rop

Muestra 1. dsp fluorescendia Azul - Turquesa

Maxima
1 210 nm;

Threshold: 0,01 A

0,968 A 2 275 nm, 0,228 A

Muestra 2. dsp fluorescencia Roja

Maxima
1 205 nm;

Threshold: 0,01 A
0,627 A
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Anexo 19

Matriz de consistencia

TituLo PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES MARCO TEORICO METODOLOGIA
Actividad ¢Tendra Objetivo general Los Variable Radical libre Tipo de investigacién
o " » Evaluar la actividad independiente ; ; ; =

antioxidante  Actividad antioxidante de  los compuestos Los Compuestos Los radicales libres (RL) son moléculas Basico- Descriptivo.

de Antioxidante compuestos  fendlicos fendlicos fendlicos aislados de  que en su estructura atémica presentan  Régimen de investigacion
aislados de hojas de : hojas de Pearces " .

compuestos los Pearcea  hypocyrtifiora aislados de hypocyrtifiora  (Hook. un electrén no apareadao, debido a |a Libre

fentlicos compuestos (Hook. f.) Regel "cancer las hojas de f) Regel ‘cancer inestabilidad de Su configuracion  La poblacién: Especie Pearcea hypocyrtifiora

aislados de fendlicos ceom Pearcea ._u.ﬂ._w ador: electrénica, son generalmente muy  (Hook. f.) Regel "cancer ccora® de la poblacién de

hojas  de waislados de Objetivos especificos hypocyttifiora  Diferentes . . reactivos." distrito de Kimbiri que pertenece a la Provincia de

Pearcea las hojas de  * Determinar s (Hook. f) no:nm:wwn_o:ww ol 98 Antioxidantes de la Concepcién del departamento de Cusco.

! metabolitos secundarios compuestos fendlicos il i 5

hypocyrthifi  Pearcea del extracte  vegel ‘cancer aislados Pearcea Un ‘antioxidante® es “cualquier  La muestra; 500 g de hojas secas de Pearcea

ora (Haok. hypocyrtifior hidroalcohélico de ccora” posee _Q“‘_o oo“ﬂmﬁ_wm .MM”M” sustancia que, cuando esta presente a hypocyrtifiora (Hook. f.) Regel "cancer ccora”

f)  Regel & (Hook. f) Pearcea  hypocyrtifiora  4ctividad ccora® (10, 50 y 100  bajas concentraciones respecto alasde  recolectadas en un buen estado y conservadas

i (Hook. f.) Regel “cancer __— y/mL) . ;

cancer Regel coora” antioxidante un sustrato oxidable, retrasa o previene  en bolsas,

ccora* "cancer Variable la oxidacion de este sustrato”, ' Disefio metodolégico para recoleccién de

Ayacucho - ccora" e Comparar la actividad nmﬁqi.h:n-.»o Actividad neutralizadora de radicales datos

2013 antioxidante de i N Existen muchos métodos para evaluar  Se realizars extractos de compuestos fenélicos
compuestos  fenélicos antioxidante i) o . i
aislados de hojas de la actividad antioxidante en fuentes de las hojas secas de Pearcea hypocyntifiora
Pearcea hypocyrtifiora __._n__v_omao_ﬁ”m & T vegetales, como plantas medicinales Yy  (Hook. f.) Regelcancer ccora® en las cuales

" rcen

(Hook. 1) Regel "cancer r omm .o_m (%) nm alimentos. Uno de ellos es el método de  compararé la actividad antioxidante con el
ccora” con los captacion i Ll N ) : o
eildniares radicales. neutralizacion del radical libre 2,2 —  método de secuestramientos con DPPH,

Evaluar la bioactividad
de los compuestos
fendlicos aislados de
hojas de  Pearcea
hypocyrtifiora (Hook. f.)
Regel "cancer ccora’,

difenildipicrilhidracil (DPPH). El radical
libre y estable DPPH, es una sustancia
que mide la capacidad de secuestro de
cualquier compuesto con actividad
antioxidativa,”

Determinacién de la actividad antioxidante
Actividad Secuestradora del Radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH)

Analisis de datos

Mediante el analisis de varianza (ANOVA) a un
nivel de confianza de 95%.
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“Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga”
Actividad antioxidante de compuestos fenolicos aislados de las
hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel “cancer
ccora” Ayacucho, 2013.

Alcides Aron Ochoa Vargas
Laboratorio de toxicologia y Laboratorio de Farmacognosia — UNSCH. Ayacucho

. RESUMEN

Los radicales libres son productos de la reacciones quimicas de la célula y de los tejidos al elevarse o disminuirse las
concentraciones fisiolégicas puede acarrear importantes alteraciones funcionales, El presente trabajo de investigacion
bésico descriptivo se realizé con la finalidad de determinar la actividad antioxidantes de las hojas de Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. ) Regel “cancer ccora”, durante los meses de setiembre de 2013 a marzo de 2014, en los
Laboratorios del Area de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga. La muestra fue recolectada en el departamento de Cusco, obteniendo el extracto,
hidroalcohdlico de las hojas, se realizé el tamizaje fitoquimico y el fraccionamiento por extraccion liguido — liquido
con solventes de diferente polaridad como: éter de petrdleo, cloroformo, acetato de etilo para la obtencién de
compuestos fendlicos con los cuales se realizé los ensayos cromatégraficos y espectroscdpicos; la actividad
antioxidante se evaludé mediante el ensayo de captacién de radical libre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). El
extracto presentdé flavonoides, taninos y/o fenoles, alcaloides, lactonas y/o cumarinas, triterpenos y/o esteroides,
catequinas, saponinas y azucares reductores; mediante ensayos cromatograficas y espectroscépicos se confirmé la
presencia de flavonoides y é&cidos fendlicos. En los respectivos porsentajes 84,94%; 70,05%; 66,38%
respectivamente a las concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/ml y 10 pg/ml, En conclusién se afirma que los
compuestos fenélicos aislados de las hojas de Pearcea h}potyﬂy’lom (Hook. f.) Regel., “céancer ccora” tienen
actividad antioxidante.

Palabras clave: Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f) Rege!., actividad antioxidante, compuestos fendlicos. '

4 SUMMARY
The free radicals are products of the chemical reactions of the cell and of the fabrics when rising or to diminish the
physiologic concentrations can carry functional important alterations, The present basic descr:p‘uvc investigation
work was carried out with the purpose of determining the anti-rust activity of the leaves of Pearcea hypocyrtiflora
(Hook. ) Regel "cancer ccora", during the months of September of 2013 to March of 2014, in the Laboratories of the
Area of Pharmacy of the Ability of Sciences of the Health of the National University of San Cristébal of Huamanga.
The sample was gathered in the department of Cusco, obtaining the extract, hidroalcohélico of the leaves, was carried
out the phytochemical tamizaje and the division for extraction liquid. liquid with solvents of different polarity like:
ether of petroleum, chloroform, ethyl acetate for the obtaining of compound fendlicos with which he/she was carried
—out-the—tests-cromatograficos-and—espectroscopicos;-the-anti-rust-activity—was—evaluated-by-means-of -the -test of-
reception of free radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). The extract presented flavonoides, tannins and/or
fenoles, alkaloids, lactonas and/or cumarinas, triterpenos and/or steroids, catequinas, saponinas and sugars reducers;
by means of tests cromatograficas and espectroscépicos you confirmed the flavonoides presence and sour fendlicos.
In the respective porsentajes 84,94%; 70,05%: 66,38% respectively to the concentrations of 100 p g / ml, 50 p g/ ml
and 10 p g / ml, In conclusion is affirmed that the isolated compound fenélicos of the leaves of Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel., "cancer ccora” has anti-rust activity.

Keywords: Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel., activity anti-rust, compound fenélicos.

2 relacionada con la patogénesis de muchas enfermedades y
finalmente a la muerte celular.’

INTRODUCCION
El envejecimiento celular es cuando el oxigeno usado en el

metabolismo de un organismo vivo, y también como
elemento imprescindible en'la vida de los organismos
acrobios, es también la causa del deterioro de los mismos
organismos vivos. Este ultimo término son denominados
radicales libres, fragmentos atémicos o moleculares con un
electron desapareado de muy alta rcactwrdad responsable de
dafios en la estructura celular.”

También conocido como un proceso irreversible que se
caracteriza por una disminucién general de las funciones
fisiologicas, lo que conduce a Ja morbilidad y la mortalidad
celular. Es un proceso multifactorial controlado por una
combinacion de factores genéticos y ambientales. En
condiciones normales existe un equilibrio entre la
generacion de los radicales libres y su neutralizacion por los
sistemas de defensas antioxidantes; pero cuando este
equilibrio se rompe, se produce ¢l estrés oxidativo o dafio

oxidativo, mecanismo general del dafio celular que conduce

a una alteracién en el funcionamiento celular directamente

Los antioxidantes son sustancias cuya accién consiste en
inhibir la tasa de oxidacion de los nocivos radicales libres.
Existen antioxidantes naturales (fisiologicas), presentes en
nuestro organismo, sistémicos; dentro de un grupo los
antioxidantes pueden ser enzimas que aumentan la velocidad
de ruptura de radicales libres, otros que previenen la
participacién de ijones de metales de transicion en la
generacion de radicales libres y los inactivadores o
barredores y de esta manera protegian de las infecciones,
deterioro celular, del envejecimiento prematuro vy
probablemente del cancer.**

Objetivo general

. Evaluar la actividad antioxidante de compuestos
fendlicos aislados de las hojas de Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "céncer ccora”



Objetivos especificos
. Identificar los metabolitos secundarios en el extracto
. hidroalcohdlico de hojas de Pearcea hypocyriiflora
(Hook. f.) Regel "cancer ccora”.

. Comparar la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos aislados de las hojas de Pearcea
Hhypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora™ con un
estandar (vitamina C).

. Evaluar la bioactividad en Artemia salina de los
compuestos fendlicos aislados de hojas de Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "céncer ccora”.

MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion.

El presente trabajo de investigacion se realizo en los
laboratorios del Area de Farmacia de la Facultad de Ciencias
de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, durante los meses de febrero a julio de 2015.
3.2, Definicion de Ia poblacién y muestra

3.2.1 Poblacién

Hojas de la especie Pearcea hypocyriiflora (Hook 1) Regel
“céncer ccora”, esta es una planta silvestre con sustancias
quimicas con gran utilidad en la medicina natural. Siendo
usada por los pobladores de la zona y lugares aledafios a la
selva central (VRAEM) colindando con el departamento de
Cusco, sin tener en conocimiento que probablemente pueda
causar algunos efectos secundarios en su salud, por consumo
indiscriminado, por ello el estudio cientifico de esta planta
nos sirve para conocer y realizzar los bioensayos
toxicologicos necesarios.

322 Muestra

Constituy6 500 g de hojas secas de Pearcea hypocyrtiflora
(Hook. f.) Regel “cancer ccora™ de la poblacion de distrito
de Kimbiri que pertenece a la provincia de la Concepci6n,
departamento de Cusco.

3.2.2.1. Tipo de muestreo.

Se usd un sistema de muestreo no probamhsnco por la
inaccesibilidad de esta planta, la cual se encontrd en
pefiascos y en la profundidad de la selva.

3.2.2.2. Unidad de andlisis

Compuestos fendlicos aislados de las hojas de Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel “cancer ccora”

33. Disefio metodolégico para la recoleccién de
datos 3
.3.3.1._Recoleccién de muestra

reacciones estandarizadas. Se realizaron las pruebas de
coloracion y precipitacion.

3.4. ldentificacién

3.4.1. Cromatografia en capa fina (CCF)

Las soluciones estindares que se emplearon fueron:
Vitamina C, 4cido salicflico, quercetina, rutina y el acido
tanico de 0,2 mg/ml.

Sistema cromatogrifico

Fase ecstacionaria: placa de cromatografia 20 x 20
conteniendo Silicagel G 254 (Merck).

" Fase mévil: butanol: 4cido: acético: agua (4:1:5).°

Volumen de inyeccion: 20 pl.

Revelador: luz ultravioleta (CAMAG 366 — 254 nm),

amoniaco y cloruro férrico.

34.2. Prueba espectral

Preparacién de las soluciones estdndares

Solucién estandar es 4cido ~ tanico en metanol a

concentracién de 0,2 mg/ml.

Preparacién de solucion de la muestra

Los extractos de cada una de las fracciones se disolvieron en

metanol en una fiola de 50 ml.

Sistema espectrofotométrico: equipo génesis 6

Celda: Cuarzo de 1 cm.

Longitud de onda: 200 nm a 500 nm.

Blanco: Metanol.

Se registraron los espectros-e identificaron los méaximos

picos de absorcién en comparacién con el espectro del

estandar.

3.5. Determinacién de la actividad antioxidante

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

Fundamento

Uno de los métodos para determinar la capacidad

antioxidante es aguel que emplea al radical DPPH, el cual

por su estabilidad es destruido solamente por antioxidantes,

de tal manera que el mejor compuesto destructor del DPPH

sera el mejor antioxidante.®

La técnica empleada de DPPH consiste en que este radical

tiene un electrdn desapareado y es de color azul - violeta,

decolordndose hacia amarillo palido por reaccion con una

sustancia antioxidante; la absorbancia es medida

espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de

absorbancias, permite obtener el porcentaje de captacién de

radical libres.**

Existen muchos métodos para evaluar la actividad

Las hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel
“céancer ccora”, fueron recolectadas en horas de la mafiana,
en buen estado de conservacion, durante el mes de agosto,
luego fueron limpiadas, secadas y guardadas en bolsas de
tela de color oscuro.*
Con una parte de la planta se procedi6 a la identificacién
botanica por los especialistas del Herbarium Huamangensis
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, encargada por la
bidloga Laura Aucasime Medina.
33.2. Preparacién de muestra
La planta recolectada fue trasladada a los Laboratorios del
Area de Farmacia de la Universidad Nacional de San
Cristbal de Huamanga y fue desecado a temperatura
ambiente, posteriormente fue pulverizada utilizando un
molino de cuchillas, para obtener un polvo seco que fue
almacenandose en frascos ambar.
3.33. Extraccion de compuestos fendlicos
Para el aislamiento de compuestos fendlicos se considerd
primero hacer una extraccion hidroalcohdlica con etanol al
80% con doble extraccién, evaporacion a sequedad del
extracto, desengrasado con éter de petréleo con la finalidad
de eliminar grasas, ceras, pigmentos y otros metabolitos que
puedan interferir con la extracciéon de compuestos fendlicos.
Extraccion liguido-liquido con acetato de etilo utilizando un
embudo de separacion, para recuperar finaimente la fraccion
de acetato de etilo y evaporarla a sequedad.’® (ANEXO 2)
334. Ensayo fitoquimico cualitativo al extracto
hidroalcohdlico
La caracterizacion fitoquimica se baso en el agrupamiento
de metabolitos estructuralmente’ semejantes, para
identificarlos por su comportamiento quimico frente a

antioxidante en fuentes vegetales, como plantas medicinales
y alimentos. Uno de ellos es el método de neutralizacién del

" radical libre 2,2 — difenil picrilhidracit (DPPH). El radical

libre y estable DPPH, es una sustancia que mide la

capacidad de secucstro de cualquier compuesto con

actividad antioxidativa.'®

La solucién de reactivo DPPH es de color violeta y presenta

una absorbancia a 517 nm. La reaccidén consiste en la

sustraccion de un atomo de hidr6geno proviene de un

donador (compuesto puro o extracto) por el radical libre

DPPH, desarrollando un cambio de color violeta a amarrillo

a medida que disminuye la concentracién de radicales libres;

el que se lee'en el espcctrofotﬁmctro después de 20 a treinta

minutos de reaccion.”

Procedimiento

= Una solucion metandlica de DPPH de 20 mg/l.

=  Una solucién metanélica de compuestos fendlicos de las
hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f) Regel
“céancer ccora” de 300 pg /ml (sol. A).

* Un blanco con metanol: agua (2:1) para ajustar el
espectrofotometro a cero.

*  Un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra (sol Ay
1,5 ml de metanol.

*  Un patron de referencia (estandar) con ] S ml de DPPH
y 0,75 ml de agua destilada.

= La muestra con 0,75 ml de solucién A y 1,5 ml de
DPPH obteniéndose una concentracion final de 100
pg/ml, se dejé6 a temperatura ambiente por cinco
minutos y sc realiz6 la lectura a 517 nm en el
espectrofotémetro.

" Se diluy6 la solucion A (2) con metanol en una

. proporciébn de 1:1 (sol. B) para obtener una



concentracion final de 50 pg/ml y luego en una
proporcion de 1: 9 (sol. C) para obtener una
_-concentracion final de 10 pg/ml.

= Con las soluciones B y C se procedi6 igual que en el

caso anterior.
Calculos:
Ac — (Am — Ab)
%AA = [—————————| x 100
Ac
Donde:

Ac: Absorbancia del control DPPH

Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra
AA: Actividad Antioxidante

3.6. Bioensayos de toxicidad en Artemia salina

3.6.1. Fundamento.

Se basa en la exposicion de este crustaceo que se encuentra

en el agua de mar artificial, con soluciones en pg/mi del

extracto hidroalcoholico obtenido, todo ello para determinar

el nimero de crusticeos vivos por cada dilucion en 24 y 48

horas de exposicion.

3.6.2. Protocolo experimental

Se tom6 como referencia el método propuesto por CYTED

(1995) el cual se realizo en varias jornadas.

Dia: 1 :

. Separe las cubetas de plastico o vidrio en dos
compartimientos uno totalmente oscuro y €l otro con
luz artificial permanente.

. Se prepar6 el agua de mar (3.8 g de sal de mar
comercial) en 100 ml de agua destilada y que luego se
procede a filtrar.

. Posteriormente se colocd 150 huevos de Artemia
salina en una cubeta preparada (zona oscura)
conteniendo 1000 ml de agua de mar artificial.

- Dia: 2

. En un matraz Erlenmeyer que contiene agua de mar
artificial se transfirié la mayor cantidad de nauplios
VIVOS.

Dia: 3

. Se disolvi6 20 mg de compuestos fendlicos de las
hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f) Regel

3.7. Anilisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante fueron
organizados en tablas v una matriz para calcular la media y
la desviacion estandar. La significancia estadistica fue
determinado mediante ¢l Andlisis de Varianza (ANOVA) a
un nivel de confianza del 95% (p<0,05).

Para encontrar la toxicidad (CLs) se utilizd el programa
Probits.

RESULTADOS

Tabla 4. Metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohélico de las hojas de Pearcea hypocyrtifiora
(Hook.f) Regel “cancer ccora”. Laboratorio de
farmacognosia de farmacia y bioquimica, junio de 2015.
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l'abla 5. Coloracion y fluorescencia de los compuestos
fenélicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyriiflora
(Hook.f.) Regel “céncer ccora” con los estandares.
Laboratorios de toxicologia de farmacia y bioguimica, julio
de 2015.

_chneer ccora” en.2 ml de de agua destilada A partir.
de esta solucion se prepararon tres disoluciones de
1000, 100 y 10 ppm (ppm=1mg/l) para ello.

. Se transfirié 500 pl de la solucién en tres tubos

e  Setransfirio 50 pl de la solucién en tres tubos

v Se transfirid 5 pl de la solucién en tres tubos

. A cada uno de los tubos de ensayo que contenia 500
pl de la solucién se agregd 10 nauplios del crustaceo.
y luego se completé con 4500 pl de agua de mar
artificial fresca para completar un volumen total de 5
ml.

. A cada uno de los tres tubos de ensayo que contenian
5 ul de la solucién se le agregd 10 nauplios del
crustaceo y luego se completd 4995 pl de agua de
mar artificial fresca para completar un volumen total
de S ml.

. Para el grupo control se usé nueve tubos de ensayo
(tres tubos para cada concentracion) a los que se
afiadi6 5 ml de agua de mar artificial fresca y 10
nauplios de Artemia salina.

Tabla 3. Clasificacion de toxicidad segin CYTED™*

| Extremadamente toxico 1-10 pg/ mi
1l Altamente toxico 10- 100 pg/ ml
1 Moderadamente toxico 100 - 500 pg/ ml
v Ligeramente toxico 500 - 1000 pg/ ml
v Précticamente no téxico 1000- 1500  pg/ml

Vi Relativamente inocuo > 1500 pg/ ml
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Figura 7. Porcentaje de captacion de radicales libres DPPH
por parte de compuestos fendlicos aislados de las hojas de
Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel “cancer ccora™. En
comparacion de los estandares vitamina C y 4cido caféico.
Laboratorio de toxicologia junio de 2015.
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Figura 8. Porcentaje de actividad secuestradora de radical
libre de DPPH por efecto de los compuestos fendlicos
aislados de hojas de Pearcea hvpocyrtiflora (Hook. f.) Regel
“cancer ccora”, en comparacion con vitamina C y éacido
caféico. Laboratorio de toxicologia junio de 2015.
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Figura 9. Representacion grafica de la prueba de probit para
determinacion de la Concentracién Letal media (CLso) de
los compuestos fendlicos aislados de hojas de Pearcea

hypocyrtiflora (Hook. ) Regel "céncer ccora”. Laboratorio

de toxicologia junio de 2015.

apareciendo como manchas fluorescentes azules, rosadas,
naranjas, purpuras y otra, las cuales se intensifican o
cambian de fluorescencia luego de su exposicion a vapores
de amoniaco, cual se pudo apreciar en la parte experimental
(Tabla 5 y Anexo 10, 12).% .
Los flavonoides resultantes en la fraccion de acetato de etilo
fueron aislados y purificados mediante cromatografia en
capa fina a escala preparativa, las manchas caracterizadas
fueron recuperados del silicagel con metanol, lograndose
aislar dos fracciones."® Por la concentracién minima de los
compuestos fendlicos no se muestran curvas bien definidas,
las estructuras quimicas de los compuestos fendlicos
aisladas por la cromatografia fueron elucidadas mediante
correlaciones quimicas con los datos obtenidos por espectro
ultravioleta en metanol y por comparacion cOn espectros
dados en la literatura por Mabry.*" sugiriéndose como una
estructura de los acidos fendlicos (Anexo 17).

Los espectros de los flavonoides son determinados
usualmente en solucién metandlica. El espectro tipicamente
consiste en dos maximos de absorcion en los rangos de 240
— 285 nm (banda 11, BII) y 300 — 550 nm (banda 1, BI).
Podria indicarse como caracteristica que en dihidroflavonas,
dihidroflavonoles e isoflavonas la banda ] es de baja
intensidad (més baja de la banda 11).*

Las flavonas y flavonoles muestran dos bandas definidas: La
banda 1, de mayor longitud de onda en el rango 300-390 nm
asociada con la funcionalidad cinamoilo, y la banda IL, entre
250-280 nm debida al anillo aromético a (funcionalidad
benzoilo), aunque a veces se observan otras bandas de
absorcion. La posicién de Ja banda 1 depende del tipo de
flavonoide: las flavonas se muestran en 310-350 nm, los
flavonoles 3-OH-sustituidos en 330-360 nm, y los
flavonoles en 350-385 nm.'"?. Espectrofotométricamente
observamos que cada extracto posee diferente longitud de
onda, en la cromatografia realizada se encontr6 dos
coloraciones con las cuales se hizo el respectivo andlisis y se
extrajo la curva espectral y se encontré dos coloraciones,
una coloracién fluorescencia Azul — Turquesa y la otra,
fluorescencia roja. La primera fluorescencia Azul —
Turquesa muestra longitud de onda: 210 y 275 nm y la
segunda coloracién fluorescencia roja muestran longitud de
onda: 205 nm, lo cual se puede atribuir en ambos casos que
se trata de acidos fendlicos por la semejanza en algunas
caracteristicas como la coloracién en luz UV (C/S NH;) y
grafica espectral (Anexo 17).

DISCUSION

En el presente trabajo se demostré que el extracto o
compuestos fendlicos obtenidos de las hojas de Pearcea
hypocyrtiflora (Hook. f) Regel “cancer ccora”, presentan
actividad antioxidante, los cuales son los responsables de las
actividades farmacologicas.

. Para Ja extraccién de los diversos metabolitos se realizé
extraccion liquido - liquido donde se utilizo diferentes
solventes: el éter de petréleo con la finalidad de eliminar las
grasas, ceras, pigmento y otros metabolitos, la segunda
extraccion con cloroformo gue tiene como finalidad extraer
a los terpenos y sesquiterpenos, la tercera extraccion con
acetato de etilo que tiene la finalidad de extraer compuestos
fendlicos. ;

Los taninos estin constituidos por un amplio grupo de
compuestos hidrosolubles con estructuras polifendlicos,
capaces de precipitar ciertas macromoléculas (proteinas,
celulosas, gelatinas). Esta capacidad para precipitarlas es la
base de sus propiedades principales: curtir la piel y su poder
astringente.”

Mediante ensayos cromatograficas preliminares, se
confirmé la presencia de compuestos fendlicos
observandose manchas con luz ultravioleta (CAMAG) 210
nm y asi mismo revelandose con FeCl; al 1 por ciento para
estos compuestos. Los compuestos fenolicos fueron
detectados en el extracto etandlico. Las manchas
caracterizadas fueron: Azul — turquesa y la clorofila, por la
fluorescencia roja caracteristica.” *° (Anexo 10 y 12).

Segin Lock de Ugaz* la deteccion de los flavonoides por
cromatografia de papel y capa delgada pueden hacerse por el
color que desarrollan en lacamara de luz ultravioleta,

Para 1a detcccion de Ia actividad antioxidante fue necesario
elegir el método que nos permita la rapidez, la precision, la
exactitud, por ello se eligi6 el método de neutralizacion del
radical libre DPPH, el cual permite estimar la capacidad de
captacion de radicales libres por antioxidantes fentlicos
principalmente.’

La actividad antioxidante se evaluo utilizando el método de
captacion del radical libre 1,1- difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH), donde se observd que los compuestos fendlicos
presentes en el extracto de acetato de etilo mostraron
actividad antioxidante dependiente de la concentracién, pero
mostraron algunas diferencias cuando se compara con la
vitamina C vy el 4cido caféico tal como se muestra en sus
respectivas pruebas estadisticas (grafico 7, 8 y Anexo 8, 9,
13 y 14), el andlisis de varianza muestra que no existe
diferencia significativa entre los compuestos fendlicos de
extracto aislado de la planta estudiada con los estandares
expuestos, es decir tienc una actividad antioxidante
comparativamente similar a la vitamina C y acido caféico
(Anexo 14).

Se us6 varios compuestos puros que sirvieron como
estandares como el 4cido galico que juega un papel muy
importante en la constitucion de Jos taninos hidrolizables.’ 1a
naturaleza quimica de los compuestos polifenoles es muy
heterogénea y engloba un amplio surtido de disposiciones
estructurales libre a conjugadas (estructuras polifenélicas
unidas a sustancias de distinta naturaleza). Asi, los
flavonoides son compuestos polifendlicos gue reflejan un
gran numero de estas estructuras, Los écidos fenolicos
constituyen un ejemplo representativo de estructuras que
estan asociadas con otras sustancias no necesariamente
polifenoles, en la naturaleza.' los azucares reductores dan



un precipitado de color rojo ladrillo al realizar pruebas de
Fehling. También los azicares reductores son considerados
antioxidantes."

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos
depende de su estructura molecular, Ja cual influye en la
facilidad con la que un dtomo de hidrégeno de un grupo
hidroxilo aromatico puede ser donado a un radical libre y en
la habilidad del fenol de soportar un electrén no apareado.
La estructura O-dihidroxi en el anillo B se. considera
determinanté en la neutralizacion radical y/o el potencial
oxidativo.*®

Es asi que la fraccion de acetato de etilo de las hojas de
Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel "cancer ccora” tuvo
una actividad antioxidante de: 84,94%; 70,05%; 66,38%
respectivamente a las concentraciones de 100 pg/ml, 50
pg/ml y 10 pg/ml, esto debido a que los diferentes solventes
utilizados arrastraron diferentes metabolitos que presentan
actividad antioxidante, los mas polares como etanol para
glicosidos o agliconas muy hidroxiladas, hasta menos
polares como éter y cloroformo para ﬂavonas altamente
metoxiladas ®

Asi como la satureja brevicalix Epl. “wayra muiia™ contiene
propiedad antioxidante en un 96,40%; 94,79%; 61,88%
respectivamente a las concentraciones de 100 pg/ml, 50
ug/ml y 10 pg/ml.” vy la Cestrum auriculatum L Heritier
“hierba santa” es antioxidante como muestra en sus
resultados 92,24%; 84.41%, 65,09%. Respectivamente a las
concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/ml y 10 pg/ml® Por
ello; con las diferencias observadas muestran que la satureja
brevicalix Epl. “wayra mufia” tienen ligeramente mas
actividad antioxidante que la Pearcea hypocyrtiflora (Hook.
f.) Regel “cancer ccora”. Sin embargo, estadisticamente son
similares por tanto las hojas de Pearcea hypocyrtiflora
(Hook. f) Regel "cancer ccora”, también tiene actividad
antioxidante significativo.

En los biomodelos mas utilizados en las etapas prellmmares
de la investigacion fitoquimica, es el bioensayo de letalidad
frente a Artemia Salina. (Desarrollada en 1982 por Meyer y
Col). El procedimiento consiste en exponer compuestos
activos yJo extractos de plantas a nauplios de Artemia
salina, para determinar valores de Concentracion Letal 50
(CLs), y/o Dosis Letal 50 (DLso) expresada en pug/ml. Sin
embargo, los valores obtenidos de CLse, no advierten una
actividad fisiologica o biologica en particular; son
indicadores de toxicidad a mvel celular que pueden orientar

investigaciones mas especificas.’
La toxicidad in vivo de un organismo animal puede usarse
como método conveniente para el seguimiento Yy
fraccionamiento en la bisqueda de nuevos productos
naturales bioactivos.
Este bioensayo es aplicable a compuestos con estructuras y
_modos de actividad diversos, lo que le otorga la
caracteristica de ser de amplio espectro, que sea usado como
método de andlisis para detectar residuos de pesticidas,
micotoxinas, anestésicos y compuestos de tipo morfinico
entre otros.” )
Por tanto el extracto de compuestos fentlicos aislados de
hojas de Pearcea hypocyrtiflora (Hook. f.) Regel “céncer
ccora”, se demostrd la actividad citotéxica, la cual muestra
su Concentracion Letal 50 (CLsy) en el bioensayo con
Artemia salina muestra CLso de 1020,13 pg/ ml y segin el
CYTED menciona que es practicamente no toxico. (Tabla 3)
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