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RESUMEN

Cirsium vulgare (Savi) Ten., es una planta de la familia Asteraceae, reconocida por
Su composicion rica en metabolitos secundarios y su uso en la medicina tradicional
para el tratamiento de diversas afecciones. En este contexto, el objetivo del
estudio fue determinar el contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante in vitro de los frutos de Cirsium vulgare de Ayacucho. Se realizé un
tamizaje fitoquimico cualitativo para identificar metabolitos. Se determiné el
contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y el contenido de
flavonoides por el método del tricloruro de aluminio, que fueron expresados como
equivalentes de acido gélico (mgGAE/g) y rutina (mgRUE/g) por gramo de
extracto, respectivamente. Y la actividad antioxidante se evalué6 mediante el
método de DPPH. El tamizaje fitoquimico confirmé la presencia de compuestos
grasos, alcaloides, lactonas, catequinas, saponinas, fenoles y/o taninos, quinonas,
flavonoides, mucilagos y principios amargos. El contenido de fenoles totales fue
de 86,6 £ 0,05 mg GAE/g de extracto seco, y el contenido de flavonoides fue de
32,4 £ 1,91 mg RUE/g. La actividad antioxidante medida por DPPH mostré una
inhibicion del 25,33% a una concentraciéon de 250 ug/mL, con una concentracion
eficiente antioxidante (CE50) de 657,22 + 11,12 pg/mL, en comparacién con
Trolox, que mostré un CE50 de 38,09 + 0,05 ug/mL. En conclusién, los frutos de
Cirsium vulgare contienen una variedad de compuestos fendlicos, tales como
taninos y flavonoides, que contribuyen a su moderada actividad antioxidante que,
aunque inferior al Trolox, sugiere un potencial uso en aplicaciones terapéuticas y
nutracéuticas.

Palabras clave. Polifenoles, concentracion eficiente antioxidante, tamizaje

fitoquimico, método antioxidante in vitro.
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I. INTRODUCCION
Los polifenoles representan un extenso grupo de compuestos naturales con un
amplio rango de actividad biolégica, y muchos de ellos se han identificado en
plantas. Las Asteraceae constituyen una de las familias mas numerosas de
plantas con flores, abarcando mas de 13,000 especies distribuidas en 1,310
geéneros a nivel mundial. Varias especies de esta familia se investigan por su
potencial actividad antioxidante.2
Cirsium vulgare (Savi) Ten., perteneciente a la familia Asteraceae, una de las mas
numerosas en el reino vegetal, es una especie comunmente utilizada en la
medicina tradicional de varios paises. Se le atribuyen propiedades diuréticas,
astringentes, antiinflamatorias y ansioliticas, lo que la hace valiosa en el
tratamiento de diversas afecciones.®® Aunque es conocida también como una
maleza problematica, tanto sus raices como sus tallos son comestibles.
Investigaciones previas han identificado en C. vulgare |la presencia de compuestos
como flavonoides, esteroles, aldehidos alifaticos y acidos fendlicos.® Estudios
recientes han revelado que los extractos de esta y otras especies del género
Cirsium exhiben potencial antioxidante y antibacteriano.”
Los antioxidantes, tanto exdgenos como especialmente los enddgenos, son
compuestos esenciales que defienden al organismo contra los dafios significativos
ocasionados por los radicales libres. Estudios han evidenciado que las
propiedades antioxidantes presentes en los productos naturales de origen vegetal
pueden ofrecer una proteccioén eficaz al prevenir el dafo oxidativo en el ADN.”
Cirsium vulgare es una especie silvestre que crece en la region altoandina del
Peru, en el distrito de Vinchos de la region de Ayacucho. Tiene una alta densidad
poblacion y crece al borde de las carreteras y en terrenos eriazos. El gran parecido
de esta especie con Silybum marianum, genero interés por investigar esta especie

que se ha podido encontrar en diferentes lugares de la region.



Diversos estudios han evidenciado que los flavonoides son los principales
constituyentes de C. arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare, C. vulgare;
asi como los acidos fendlicos;® ademas de contener taninos, esteroles, triterpenos
y también acidos fendlicos.® En las hojas de Cirsium se ha identificado flavonoides,
esteroles y ftriterpenos, alcaloides, poliacetilenos, acetilenos e hidrocarburos,
lactonas sesquiterpénicas, acidos fendlicos, lignanos y algunos otros
compuestos.® En las se ha encontrado flavonoides y los acidos fendlicos;® ademas
de acidos grasos y diversos flavonoides y acidos fendlicos.'® Los frutos de aquenio
de Cirsium vulgare son fuentes abundantes de lignanos de tipo butirolactona: los
pares glucésido/aglicona de traqueldsido/traquelogenina. Ademas contiene
flavonoides, esteroles, aldehidos alifaticos y acidos fendlicos.*

De la revision de la literatura a nivel de articulos originales, sélo se ha evidenciado
un estudio de los flavolignanos de los frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten. Las
investigaciones se realizaron a nivel de las hojas, las inflorescencias e inclusive
de la planta entera. Algunos articulos no precisan la droga vegetal estudiada y
estan orientadas basicamente a evaluar el contenido de compuestos fendlicos y
actividad antimicrobiana y antimicética.

Junto con el creciente interés en los antimicrobianos y antioxidantes naturales
derivados de las plantas, debido a su uso y beneficio en la conservacion de
alimentos y aditivos alimentarios naturales, en este estudio nuestro objetivo fue
determinar el contenido fendlico total, las actividades antioxidantes vy
antimicrobianas de C. vulgare.”

De la indagacién etnobotanica, no se ha evidenciado referencias escritas ni orales
respecto al uso medicinal de esta especie, algunos pobladores hicieron referencia
que de un momento a otro aparecio esta planta, ya que no habia antes.

¢ Cual sera el contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante in vitro
del fruto de Cirsium vulgare (Savi) Ten? de Ayacucho?

Por tales consideraciones, esta investigacion esta orientada a evaluar el contenido
de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante in vitro del fruto de Cirsium
vulgare (Savi) Ten. que crece en la regién de Ayacucho.

Objetivo general

Determinar el contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante in vitro

de frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten. de Ayacucho.



Objetivos especificos
a. Identificar los metabolitos secundarios presente en los frutos de Cirsium

vulgare (Savi) Ten.
b. Cuantificar el contenido de fenoles totales y flavonoides en los frutos de

Cirsium vulgare (Savi) Ten.

c. Evaluar el potencial antioxidante in vitro por el método de DPPH de los frutos

de Cirsium vulgare (Savi) Ten.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
De la revision de la literatura a nivel de articulos originales, sélo se ha evidenciado
un estudio de los flavoliganos de los frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten. Las
investigaciones se realizaron a nivel de las hojas, las inflorescencias e inclusive
de la planta entera. Algunos articulos no precisan la droga vegetal estudiada y
estan orientadas basicamente a evaluar el contenido de compuestos fendlicos y
actividad antimicrobiana y antimicética. A continuacion, se describe el marco
referencial de las investigaciones realizadas a partir del 2010. Asimismo, cabe
resaltar que no se ha reportado estudios a nivel nacional sobre C. vulgare.
En 2008, Nazaruk et al.,"® publicaron el estudio que tuvo como objetivo identificar
los compuestos polifendlicos y evaluar la actividad antimicrobiana y antioxidante
de extractos acuosos de hojas de Cirsium arvense, C. oleraceum, C. palustre, C.
rivulare y C. vulgare. Usando el método Folin-Ciocalteau, el contenido fendlico
total varié entre 54 y 96 mg de acido galico por gramo de extracto seco, y los
taninos oscilaron entre 1y 7,63%. Los acidos fendlicos se identificaron mediante
HPLC. La actividad antioxidante ABTS mostr6 valores entre 2,31 y 2,78 mM/L.
Cirsium palustre fue el mas eficaz antimicrobianamente, influenciado por
compuestos fendlicos de bajo peso molecular mas que por los taninos.
Boldizsar et al., en 2012, reportaron el estudio que tuvo como objetivo identificar
y cuantificar los lignanos del fruto de Cirsium vulgare. Utilizaron un sistema
avanzado de analisis, que incluyd procesos de germinacion, hidrélisis enzimatica
y técnicas cromatograficas (GC-MS, LC-MS/MS, LC-TOF/MS), confirmadas por
espectroscopia RMN. Identificaron los lignanos principales: balanofonina,
concentrada en la pared del fruto (23,2-24,9 mg/qg), y traqueldsido en la parte
embrionaria (20,3 mg/g). Los métodos permitieron la extraccién sin impurezas,

siendo este el primer reporte en cuantificar balanofonina libre sin un estandar



auténtico. Se concluyd que las diferentes estructuras lignanicas pueden obtenerse
eficientemente segun su ubicacion en el fruto.

En la publicacion del 2013, Kozyra et al.,2 analizaron los acidos fendlicos
presentes en el extracto metandlico de las hierbas en flor de Cirsium vulgare (Savi)
Ten., que crecen en Polonia. Las muestras, que incluian acidos fendlicos libres y
aquellos liberados tras hidrolisis acida y alcalina, fueron examinadas mediante
cromatografia en capa fina bidimensional (TLC 2D) en celulosa. Posteriormente,
las muestras purificadas mediante extraccion en fase sélida (SPE) se analizaron
usando cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC). En la
fraccion de acidos fendlicos libres del extracto metandlico se identificaron seis
acidos fendlicos: galico, protocatecuico, gentisico, hidrobenzoico, vainilico y
cafeico, independientemente del método empleado.

En una comunicacion corta, el 2014, Kozyra et al.,"" reportaron los resultados del
estudio cualitativo y cuantitativo flavonoides y acidos fendlicos en flores y hojas de
Cirsium decussatum, C. eriophorum y C. ligulare. Utilizando extraccion acelerada
por solvente y purificacion por SPE, analizaron los eluidos mediante RP-HPLC.
Los extractos metandlicos fueron notablemente ricos en flavonoides,
destacandose kaempferol 3-ramnoglucésido, kaempferol 3-glucdsido, apigenina,
apigenina 7-glucosido y acido clorogénico. Sin embargo, algunos flavonoides
permanecieron sin identificar. Este estudio subray6 la complejidad y abundancia
de los flavonoides en las partes aéreas de las plantas Cirsium, especialmente en
las hojas durante la floracion.

Karasakal et al.'?, en su estudio publicado en 2015, evaluaron la actividad
antioxidante de extractos de metanol y acetona de hojas de Cirsium bulgaricum
usando cinco meétodos: fosfomolibdato, CUPRAC, ABTS/persulfato, DMPD y
CERAC. Los extractos de metanol y acetona al 80% presentaron capacidades
antioxidantes de 0,005-6,16 mmol/g y 0,004-5,02 mmol/g en los ensayos
CUPRAC y ABTS/persulfato, respectivamente. En CERAC, el equivalente de
acido ascorbico fue 0.0834 mmol/g para metanol y 0,5622 mmol/g para acetona.
El contenido total de flavonoides oscil6 entre 105,5 y 645 ug/mL como equivalente
de quercetina y rutina.

Nazaruka et al.,® el 2017 publicaron sus hallazgos sobre la composicion quimica
de las flores secas de Cirsium vulgare. Usaron GC-MS para analizar extractos de
éter de petrdleo y cloroformo, identificando acidos grasos, fitoesteroles y

triterpenos. Las fracciones de éter dietilico, acetato de etilo y butanol del extracto



metandlico fueron sometidas a separaciones cromatograficas, aislando catorce
flavonoides, incluyendo cuatro agliconas, ocho glucésidos y dos ésteres de
glucosidos, derivados de apigenina, Iluteolina, kaempferol y quercetina.
Notablemente, identificaron el raro apigenina 7-O-B-(6"-butil)-glucurénido. Se
determiné el contenido total de flavonoides y la actividad antioxidante en las
distintas fracciones.

En el estudio publicado en 2017, Sabudak et al.,” reportaron sus hallazgos sobre
las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de Cirsium vulgare silvestre en
Turquia. Obtuvieron extractos utilizando n-hexano, éter dietilico, acetato de etilo y
metanol, determinando el contenido fendlico total (TPC) y la capacidad
antioxidante mediante el método DPPH. Los resultados mostraron que el extracto
metandlico presentd el mayor TPC y actividad antioxidante, seguido por éter
dietilico, acetato de etilo y n-hexano. En pruebas antimicrobianas, el extracto
mostré una fuerte inhibicion contra Pseudomonas aeruginosa. Se concluyo que C.
vulgare es un candidato prometedor para estudios de compuestos activos con
aplicaciones potenciales en la industria farmacéutica.

El articulo de investigacion de 2017, publicado por Nalewajko-Sieliwoniuka et
al.5 reportdé los nuevos métodos para la determinacion de antioxidantes
polifendlicos en extractos de inflorescencias de Cirsium vulgare, utilizando
cromatografia liquida de ultra alto rendimiento con detecciéon por matriz de
fotodiodos y quimioluminiscencia. Aplicaron con éxito este método para determinar
diez polifenoles, comparando los contenidos en extractos obtenidos con diversos
solventes (metanol, etanol, mezclas al 70% y agua). Utilizaron deteccion post-
columna basada en quimioluminiscencia de luminol para evaluar la actividad
antioxidante contra especies reactivas de oxigeno. La apigenina 7-O-glucuronido
fue el compuesto principal, mientras que el acido clorogénico, la luteolina 7-O-
glucésido y la apigenina mostraron la mayor actividad antioxidante.

Konie et al.," en el 2018, informaron que, mientras se analizaba la composiciéon
del fruto de nueve especies europeas de Cirsium, representando las secciones
Cephalonoplos, Chamaeleon y Eriolepis. ldentificaron cuatro lignanos, tres
neolignanos y tres sesquineolignanos como marcadores quimiotaxondmicos,
destacando desmetil balanofonina y desmetil picrasmaligno, identificados por
primera vez en el reino vegetal. También confirmaron la presencia de
prebalanofonina y prepicrasmaligno en C. boujartii y C. vulgare, ademas de C.

eriophorum. Los ensayos anti proliferativos revelaron que metabolitos con restos



4' 7-epoxi mostraron efectos inhibidores dosis-dependientes contra células de
cancer de colon SW480, mientras que los compuestos con 4',7-dihidroxi resultaron
inactivos.

Griskeviciené et al..° en 2021, publicaron el estudio sobre la aplicacién
farmacéutica y nutracéutica del Cirsium vulgare y que tuvo con obijetivo investigar
un método HPLC-PDA simple y sensible para determinar compuestos fendlicos en
extractos de hojas de Cirsium vulgare. Aplicaron y compararon tres técnicas de
extraccion como maceracion (ME), extraccion asistida por ultrasonido (UAE) y
extraccion por calor-reflujo (HRE) para la preparacion de muestras para obtener
una alta recuperacion de los compuestos fendlicos. EI método HPLC-PDA
desarrollado se utilizo para la preparacion de extractos con un alto contenido de
compuestos bioactivos para aplicaciones tanto farmacéuticas como nutracéuticas.
Ademas, fue validado y utilizado para la evaluacion cualitativa y cuantitativa de
compuestos fendlicos. En este trabajo se optimizé un procedimiento de extraccién
simple de compuestos fendlicos de hojas de Cirsium vulgare mediante el uso del
método de extraccion por calorreflujo con etanol al 50% y un tiempo de extraccion
de 1,5h.

Aydin Kurg et al.,’ en su estudio de 2023, examinaron los compuestos del
extracto de hexano de Cirsium vulgare y evaluaron las actividades antioxidantes,
antibacterianas y antifungicas de varios extractos. Utilizando GC-MS, identificaron
41 compuestos bioactivos, con un predominio de terpenoides (52,89%),
destacando el acetato de lup-20(29)-en-3-ilo y el lupeol. El extracto metandlico
presentd el mayor contenido de flavonoides (25,73 mg de catequina/g) y
capacidad antioxidante. La actividad antibacteriana mas alta se observé contra
Bacillus subtilis con el extracto de acetato de etilo, y la mayor actividad antifungica
se detecté contra Candida krusei y Aspergillus fumigatus con el extracto de
hexano. Los resultados sugieren aplicaciones potenciales en las industrias
alimentaria y farmacéutica.

2.2. Redaccién del marco teérico

2.2.1. Cirsium vulgare (Savi) Ten.

2.2.1.1. Clasificacion taxonémica y descripciéon botanica

Planta bienal monocarpica o de corta vida. En su fase juvenil, desarrolla una unica
roseta con una raiz pivotante que puede alcanzar hasta 70 cm. Las hojas,
inicialmente obovadas-lanceoladas y espinosas, son solo ligeramente

pinnatifidas. En las rosetas maduras, las hojas se vuelven profundamente



pinnatifidas y  onduladas, con
segmentos bilobulados, donde el I6bulo
superior presenta dientes cerca de la
base y el I6bulo inferior es entero.™

Los I6bulos y dientes tienen espinas
largas y robustas de aproximadamente
8 mm. En la fase generativa, Cirsium
vulgare desarrolla un tallo floral que
mide entre 30 y 200 cm de altura,
erguido, con alas espinosas y surcos
algodonosos. Las hojas del tallo son
decurrentes, peludas y espinosas en la
parte superior, y asperas o algodonosas

en la inferior. Las cabezas florales son

solitarias o en pequefios grupos (2-3), Figura 1. Cirsium vulgare (Savi) Ten.

de hasta 5 cm de largo, con un involucro

ligeramente algodonoso de 3-3.5 cm. Las bracteas involucrales son verdes,
dispuestas en filas, con puntas espinosas y recurvadas. La corola es de un rojo
purpura palido, rara vez blanca, y mide 27-35 mm. Las cypselas, o "semillas",
miden 3.5 mm de largo y 1.5 mm de ancho, con un vilano de plumas blancas de
20-30 mm. Cirsium vulgare se encuentra en pastizales, margenes de carreteras,
areas de escombros, dunas costeras, claros de bosques, afloramientos rocosos y
riberas, pero es raro en campos de heno y habitats profundamente sombreados o
anegados.™

En la regién de Ayacucho se ha podido identificar su presencia al borde de las
carreteras, en los afloramientos rocosos y al borde de los arroyos a alturas por
encima de los 3000 m.

Las semillas germinan durante todo el afio, normalmente con un pequefno pico
después de las lluvias de otofio y un pico mucho mayor en abril-mayo. Las rosetas
continian aumentando de tamano hasta noviembre-diciembre, luego
generalmente mueren parcialmente antes de comenzar a aumentar de tamano
nuevamente en febrero-marzo. Después del frio invernal, el alargamiento del tallo
comienza en mayo. Las primeras flores se forman en junio y las primeras semillas

maduras se encuentran a finales de julio. Durante agosto y septiembre las semillas



se dispersan en dias soleados y secos. La produccion de flores y semillas puede
retrasarse 1 0 2 meses después de un ataque severo de herbivoros al tallo floral.
2.2.1.2. Habitat

El cardo se encuentra en regiones templadas frias (clima marino, suboceanico,
subcontinental, continental y estepa humedo) y regiones subtropicales templadas
calidas (clima mediterraneo con veranos secos e inviernos humedos, clima
estepario con veranos secos e inviernos humedos). En Eurasia, la distribucion de
C. wvulgare esta estrechamente relacionada con la distribuciéon de la tierra
cultivada. El cardo esta muy extendido por todo Estados Unidos y es comun en
areas con altas concentraciones de ganado comercial. En Canada, C. vulgare se
encuentra en zonas agricolas, pero no en zonas de praderas. El cardo se
encuentra en una variedad de habitats, la mayoria de los cuales estan muy
perturbados. En la sombra, su presencia se limita a las laderas orientadas al sur.
En habitats secos como las dunas costeras, esta restringido a las laderas
orientadas al norte.'

El cardo es menos comun en arena y suelos con >30 % de contenido de humus.
Es casi inexistente en arcilla pura. El cardo se encuentra en suelos con un amplio
rango de pH, alcanzando su punto maximo en suelos casi neutros y muy
raramente en suelos con pH < 4,8-5,0. Se encuentra en suelos secos, himedos y
medios, pero es menos comun en los dos primeros suelos. En muchos habitats
himedos donde esta presente C. palustre, C. vulgare esta ausente, pero las dos
especies pueden coexistir. El cardo es una especie que se encuentra tipicamente
en suelos ricos en nitrébgeno. Parece no haber relacion entre el contenido de
fésforo y potasio del suelo y la distribucién del cardo. Cirsium vulgare puede ocurrir
en terrenos perturbados en comunidades de brezales del Cretacico con una
mezcla de especies de pastizales del Cretacico y Calluna vulgaris o Erica cinerea.
En las canteras de creta parece presentar signos de coloracién amarillenta
calcarea.

2.2.1.3. Usos tradicionales

Las especies de Cirsium son ampliamente comunes y se utilizan en la medicina
tradicional de varios paises. Estas plantas son empleadas para tratar diversas
enfermedades gracias a sus propiedades diuréticas, astringentes, antiflogisticas y
ansioliticas.”

Cinco especies de Cirsium pertenecientes a la familia Asteraceae son nativas del

noreste de Polonia: C. arvense (L.) Scop., C. oleraceum (L.) Scop., C. palustre (L.)
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Scop., C. rivulare (Jacq.) y C. vulgare (Savi) Ten. Solo se han reportado los usados
tradicionales de C. arvense y C. oleraceum en la medicina popular polaca como
remedios diuréticos, hemostaticos, antiinflamatorios y astringentes.’® En la
medicina popular polaca se ha usado por su actividad diurética, astringente,
antiflogistica o ansiolitica.?

El tallo y las raices de diferentes géneros de Cirsium se han utilizado como fuente
de alimento y aditivo alimentario en zonas rurales de Turquia. En distintos paises,
varias especies de Cirsium se han utilizado en la medicina popular por sus
propiedades hepatoprotectoras. Tradicionalmente, también se han empleado en
el tratamiento de gastritis, diabetes, hemorroides y tos. Ademas, las hojas y tallos
de muchas especies son comestibles y se pueden consumir en forma de té, sopas
y ensaladas. Mas de diez especies de Cirsium se han utilizado como medicina
popular, y estudios farmacoldgicos modernos han demostrado que Cirsium exhibe
proteccibn  hepatica, junto con efectos antioxidantes, antitumorales,
antiinflamatorios, antibacterianos y otros efectos beneficiosos.®

Cirsium vulgare, caracterizada también como maleza nociva, con raices y tallos
comestibles.*#” En la medicina popular polaca, la infusion de la hierba se utiliza
como remedio ansiolitico.38

Unas décadas antes, el C. vulgare “cardo toro” sélo se utilizaba como hierba
medicinal popular. Histéricamente, el cardo toro ha sido reconocido por sus
propiedades terapéuticas en el tratamiento de dolores mandibulares,
articulaciones reumaticas y hemorroides sangrantes. Una infusién caliente de la
planta completa se ha utilizado como vapor de hierbas para aliviar las
articulaciones reumaticas, mientras que una decoccién de la planta ha sido
empleada, tanto interna como externamente, para tratar las hemorroides
sangrantes.®

2.2.1.4. Composicién quimica

Se ha evidenciado que los flavonoides son los principales constituyentes de C.
arvense, C. oleraceum, C. palustre, C. rivulare, C. vulgare; asi como los acidos
fendlicos.® Se ha informado que los principales metabolitos secundarios de las
especies de Cirsium son los flavonoides, taninos, esteroles, triterpenos y también
acidos fendlicos.® Ademas, se ha determinado que los principales compuestos del
género de las hojas de Cirsium son los flavonoides, esteroles y triterpenos,
alcaloides, poliacetilenos, acetilenos e hidrocarburos, lactonas sesquiterpénicas,

acidos fendlicos, lignanos y algunos otros compuestos [15].°
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Estudios fitoquimicos anteriores han informado que Cirsium vulgare contiene
flavonoides y compuestos fendlicos. Ademas de estos compuestos polares, se han
descubierto compuestos no polares, como terpenos y acidos grasos, en especies
de Cirsium.®

Las hojas de Cirsium vulgare contiene flavonoides, esteroles, aldehidos alifaticos
y acidos fendlicos.” Segun los datos aportados por la literatura, las hojas de
Cirsium vulgare contienen apigenina-7-O-glucosido (biolégicamente activo con
efectos antiinflamatorios, antiespasmaddicos y antibacterianos), genkwanin-4'-O-
glucésido (citotoxico), arabinosil-galactosa, kaempferol-3-O-glucésido,
quercetina-3-galactésido y quercetina-3-O-glucésido (antimicrobianos). Los
acidos fendlicos en el material vegetal de Cirsium vulgare son los acidos p-
cumarico, cafeico, ferulico, p-hidroxibenzoico, protocatequiico y vanilico. Otro
estudio evidencié que los metabolitos secundarios de Cirsium vulgare son A-5-
avenasterol, brassica-sterol, lupeol, B-sitosterol y estigmasterol.®

Los principales componentes de las inflorescencias de C. vulgare son los
flavonoides y los acidos fendlicos.® Las inflorescencias de C. vulgare contienen
acidos grasos como ésteres metilicos, fitoesteroles y triterpenos, con predominio
del acido palmitico, B-sitosterol y el lupeol. Se ha identificado kaempferol 3-O-a-
rhamnésido, tricina, apigenina, luteolina, quercetina, apigenina 7-O-B-(6"-metil)-
glucurénido, kaempferol 3-O-B-galactésido, apigenina 7-O-f3-glucésido,
quercetina 3-O-B-glucésido, kaempferol 3-O-B-glucésido, apigenina 7-O-f3-
glucurénido, quercetina 3-O-B-galactésido, luteolina 7-O-B-glucosido y apigenina
7-0O-B-(6"-butil) glucuronido.°

Los flavonoides son ampliamente distribuidos en el género Cirsium y actuan como
marcadores quimiotaxondmicos. Un ejemplo notable es la afzelina, predominante
en las cabezas florales de C. vulgare, aunque rara dentro del género. Se ha
aislado previamente de C. vallis, C. sipyleum y C. eriophorum. Por otro lado, la
apigenina y sus derivados (glucésido, glucurénido y metilglucurénido) son
comunes y representan metabolitos secundarios caracteristicos de Cirsium.
Estudios han demostrado que la afzelina posee propiedades antimicrobianas
contra Pseudomonas aeruginosa, asi como efectos antioxidantes,
anticancerigenos y capacidad de proteccion celular contra radiacion UV, con un
contenido de 00,4% en peso seco.'® Por tanto, este compuesto puede influir en la

actividad de toda la fuente.?
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Los frutos de aquenio de Cirsium vulgare son fuentes abundantes de lignanos de
tipo butirolactona: los pares glucésido/aglicona de traquelosido/traquelogenina.
Ademas contiene flavonoides, esteroles, aldehidos alifaticos y acidos fendlicos.*
2.2.1.5. Actividad farmacoloégica

Estudios han evidenciado una variedad de actividades terapéuticas del género
Cirsium y especificamente de Cirsium vulgare, tales como, el estudio que
demostré que dos saponinas no identificadas y pectolinarina aisladas de C.
oleraceum han demostrado actividad antimicrobiana, y también se investigoé la
actividad antimicrobiana de extractos de C. rivulare.’® En otro estudio se ha
demostrado que los extractos de especies de Cirsium poseen actividad
antioxidante y antibacteriana.8 También se demostré que los extractos de especies
de Cirsium poseen actividad antioxidante y antibacteriana.’

Respecto al Cirsium vulgare, se evidencié que el extracto metandlico de sus
inflorescencias y sus fracciones poseen propiedades antioxidantes, que dependen
de compuestos fendlicos. Asimismo, se determind que el extracto acuoso de las
hojas también presenta actividad antioxidante, aunque débil actividad
antimicrobiana.® Examenes in vitro mostraron que los extractos y las fracciones de
esta planta tienen actividad antioxidante y antimicrobiana.®

En los ultimos afos, Cirsium vulgare ha sido motivo de diversos estudios sobre
sus efectos hepatoprotectores, antioxidantes, antibacterianos, antirreumaticos y
en el tratamiento de enfermedades neurologicas. Otras plantas de la familia
Asteraceae, del género Cirsium, también mostraron efectos anticancerigenos,
antidiabéticos, contra la enfermedad de Alzheimer y tratamientos osteoartriticos .°
Hay varios informes sobre las actividades antioxidantes, antimicrobianas,
antidiabéticas y antitumorales de algunas especies de Cirsium. Se ha evidenciado
que el extracto de C. vulgare posee actividad eliminadora de radicales DPPH y
actividad antibacteriana. Los estudios fitoquimicos de diferentes especies de
Cirsium y sus reconocidas actividades farmacoldgicas podrian aprovecharse para
el desarrollo de productos farmacéuticos.®

Finalmente, se ha informado que el C. vulgare puede promover la buena salud y
servir como mecanismo de defensa principal contra las enfermedades.®

2.2.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fenodlicos destacan por su alto potencial antioxidante. Esta
capacidad se debe a su tendencia a oxidarse y su habilidad para prevenir la

oxidacién catalizada por metales. Los grupos hidroxilo en su estructura, al unirse
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a anillos bencénicos, permiten interacciones unicas entre los electrones del
oxigeno y los del anillo, otorgandoles propiedades diferentes a otros alcoholes. Su
estructura aromatica les confiere una fuerte absorcién en la region ultravioleta del
espectro, lo cual es crucial para su identificacion mediante métodos espectrales.’®
Los polifenoles, con sus anillos bencénicos, absorben eficazmente la radiacion
UVB, que tiene alta energia y genera radicales libres. Estos compuestos protegen
a las células del dano oxidativo neutralizando estos radicales. Su actividad
antioxidante, tanto in vitro como in vivo, se debe a la interaccién con iones
metalicos, que son fuentes principales de especies reactivas de oxigeno y
causantes de estrés oxidativo, dano al ADN y muerte celular. Las células
reaccionan a los polifenoles principalmente mediante interacciones directas con
receptores 0 enzimas que participan en la transduccion de sefiales, alterando el
estado redox celular y desencadenando reacciones dependientes de redox.'®
Los flavonoides se caracterizan por una estructura de dos anillos aromaticos y uno
heterociclico (sistema C6-C3-C6), siendo los anillos aromaticos denominados Ay
B vy el heterociclico C. Estos compuestos varian segun los sustituyentes, como
hidroxilos o metdxilos. La capacidad antioxidante de los flavonoides radica en los
sustituyentes dihidroxilados en los anillos, asi como en ciertas estructuras
moleculares clave, como se observa en la quercetina. Esta actividad antioxidante
también se atribuye a su habilidad para quelar atomos de hierro y capturar
radicales libres, favorecida por una geometria molecular plana que facilita la
deslocalizacion electrénica.'”

Los flavonoides, presentes en vegetales, semillas y frutas como pigmentos
naturales, protegen contra los oxidantes generados por la radiacién UV y otros
factores ambientales. Actuan como filtros solares en las plantas, no participando
en la fotosintesis, pero proporcionando fotoproteccion. Esta capacidad de proteger
células vegetales sugiere un potencial similar para la proteccion de células
cutaneas humanas. Su actividad fotoprotectora proviene de la concentracién de
electrones deslocalizados en sus anillos bencénicos, lo que les permite absorber
eficientemente la radiacion UV-B, responsable de la generacién de radicales
libres."”

2.2.3. Lignanos

Los lignanos son compuestos naturales formados por la polimerizacion de dos
unidades de fenilpropanoides (C6-C3), con diferentes tipos de enlace.

Generalmente se encuentran como dimeros, aunque algunos existen como
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trimeros y tetrameros. En la naturaleza, los lignanos se presentan mayormente en
forma libre, aunque algunos se encuentran como glucésidos.'®

Se sabe que los dimeros de fenilpropano se clasifican en lignanos o neolignanos,
dependiendo de la presencia o ausencia del enlace 8,8' entre los mondmeros
fenilpropanoides. Los lignanos, formados por diferentes posiciones de
polimerizacién y modos de condensacién de deshidratacién de grupos de cadenas
laterales que contienen oxigeno, se pueden dividir en "norlignanos” y "lignanos
poliméricos"."®

Los lighanos, son un gran grupo de metabolitos especializados con una larga
historia de estudio, existen ampliamente en la naturaleza. En las ultimas décadas,
los lignanos han captado gran interés de quimicos y farmacoélogos debido a sus
estructuras complejas y potente actividad biolégica, destacandose sus
propiedades antitumorales y antiinflamatorias. Estas estructuras también se
consideran un punto de partida crucial en el desarrollo de farmacos

anticancerigenos.®

Arilnaftaleno arilnaftalenlactona Furofuran Dibenzociclooctadieno

Figura 2. Estructura basica de los lignanos

En informes recientes, se ha demostrado que los lignanos dietéticos regulan la
flora intestinal y los metabolitos al dirigirse a la via NF-kappa B.2® Algunas
revisiones han resumido la diversidad estructural y la biosintesis de lignanos
activos de dibencilbutirolactona, furofurano y diarilbbutano.?'?2 En particular, en
2015, Lau et al. descubrieron seis enzimas de la manzana de mayo que completan

la ruta biosintética hacia la aglicona etopdsido y publicadas en Science, lo que
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supone un hito en el estudio de los lignanos.?® En 2019, Zalesak et al. revisaron
413 lignanos y neolignanos aislados entre 2016 y 2018, cubriendo su fuente,
elucidacioén de la estructura y bioactividad.?*

En los ultimos afos, las tecnologias de extraccion originarias y mas selectivas,
combinadas con tecnologias de separacion e identificacion mas sensibles, han
enriquecido enormemente las cantidades de estos productos naturales. Desde
2019, se han aislado e identificado aproximadamente 356 lignanos previamente
desconocidos. Se han explorado sus relaciones estructura-actividad vy
aplicaciones clinicas, impulsando el desarrollo de lignanos como farmacos
clinicos. Gracias a sus valiosas propiedades bioldgicas, los lignanos se consideran
una fuente prometedora de candidatos a farmacos en quimica medicinal. Esta
revision se basé en informacion recopilada de bases de datos como SciFinder,
Web of Science, PubMed, Science Direct, Google Scholar, China National
Knowledge Infrastructure (CNKI) y Wanfang Database. A diferencia de los
informes anteriores sobre lignanos y neolignanos.'®

Preliminarmente se examinaron el contenido de lignanos de Cirsium arvense y
Cirsium canum. Estas investigaciones llevaron al reconocimiento pionero de que
los frutos de aquenio son una fuente abundante de lignanos tipo butirolactona,
como los pares glucésido/aglicona de traquelosido y traquelogenina.'®

La importancia del descubrimiento de los lignanos en las plantas se caracterizé
por su importante papel estructural y sus propiedades farmacolégicas
beneficiosas.'®

En el trascurso del tiempo se determind que C. vulgare, segun datos de la
literatura, contiene unicamente flavonoides, esteroles, aldehidos alifaticos y acidos
fendlicos y no se habian identificado lignanos en esta planta. Por lo que, esclarecer
la composicion de lignanos de C. vulgare fue una tarea prometedora, como el
encontrar un nuevo compuesto con un comportamiento fitoquimico especial.'®
Experiencias introductorias revelaron que los frutos aquenios de C. vulgare,
ademas del par traquelosido/traquelogenina, glucdsido/aglicona de tipo
butirolactona, contenia un nuevo tipo de lignano, aun no identificado, presente en
una concentracion conmensurable con el par traquelosido/traquelogenina.’®
Boldizsar et al., en el 2012, identificaron y cuantificaron los lignanos del fruto de
Cirsium vulgare, a través de un sistema de analisis especial: con especial atencion
al proceso de enriquecimiento/separacion de los lignanos. Estos procesos de

germinacion e hidrélisis enzimatica fueron seguidos por cromatografia de gases y
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liquidos (GC-MS, LC-MS/MS, LC-TOF/MS), con deteccion de masas y
confirmacién mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
Los analisis demostraron que los principales lignanos medicinales en los frutos de
Cirsium vulgare son la balanofonina libre, un tipo de neolignano, y el traquelésido
tipo butirolactona. La balanofonina se acumulé predominantemente en la pared
del fruto (23.2-24.9 mg/g), mientras que el traqueldsido se encontrd
exclusivamente en la parte embrionaria (20.3 mg/g). En consecuencia, la fuente
6ptima de balanofonina resulté ser la pared del fruto, mientras que el traquelosido,
que proporciona traquelogenina mediante hidrolisis enzimatica, se pudo obtener
de las partes embrionarias de los frutos.*

2.3. Marco conceptual

Lignanos. Los lignanos son compuestos naturales polimerizados por dos
fenilpropanoide.'®

Balanofonina. La balanofonina es un compuesto quimico que pertenece a la
clase de los neolignanos.* Aunque los estudios especificos sobre su bioactividad
pueden ser limitados o especializados, es comun investigar compuestos similares
para determinar sus efectos potenciales, como actividad antimicrobiana,
antioxidante, antiinflamatoria o incluso propiedades citotdxicas contra células
cancerigenas. La balafonina tiene grupos funcionales fendlicos (Figura 3) y podria
actuar como un agente captador de radicales libres, donando electrones para

neutralizar especies reactivas de oxigeno (ROS) y evitar el dafio celular.*
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Figura 3. Estructura de la Balafonina
Traquelésido. El traquelésido es un compuesto quimico que pertenece a la
categoria de los glucésidos cardioténicos.* Se ha demostrado que el traqueldsido
puede inhibir procesos inflamatorios al reducir la produccion de mediadores
inflamatorios como las prostaglandinas y citocinas proinflamatorias. Como muchos
compuestos fendlicos, el traquelésido puede actuar como un antioxidante,
neutralizando los radicales libres y protegiendo las células del estrés oxidativo.
Esto se debe a su capacidad de donar electrones y estabilizar radicales libres,
evitando el dafio a lipidos, proteinas y ADN. Algunos estudios han investigado el

potencial del traqueldsido en la inhibicion del crecimiento de células cancerosas.
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Sus efectos citotoxicos podrian estar relacionados con la induccién de la apoptosis

y la interferencia con los ciclos celulares de las células malignas.*

-0

Figura 4. Estructura del Traqueldsido
Butirolactona. La butirolactona es un compuesto quimico que pertenece a la
clase de los lactones.* La butirolactona actia como un pro-farmaco del acido
gamma-hidroxibutirico (GHB), un neurotransmisor y depresor del sistema nervioso
central. Por su conversion a GHB, GBL tiene efectos sobre el sistema nervioso
central que pueden incluir sedacién, relajacion, y potencialmente neuroproteccion
en ciertos contextos. Sin embargo, también se ha asociado con un potencial de
abuso y efectos psicotropicos. Algunos derivados de la butirolactona, como las y-
butirolactonas producidas por ciertos hongos y bacterias, han demostrado tener
propiedades antimicrobianas, actuando contra una variedad de patégenos
bacterianos y flungicos. Esto hace que estos compuestos sean de interés en la
investigacion de nuevos agentes antimicrobianos. Algunos estudios sobre
compuestos relacionados con la estructura de la butirolactona han mostrado que
pueden tener actividad antitumoral, actuando a través de la induccion de la
apoptosis y la inhibicién del crecimiento celular en lineas celulares de cancer. Sin
embargo, estos efectos varian ampliamente dependiendo del derivado especifico

de la butirolactona y la estructura quimica particular.*
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Figura 5. Estructura de la Butirolactona
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién
El estudio se ejecutd en los laboratorios del Centro de Desarrollo, Analisis y
Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga.
3.2. Definicién de la poblaciéon y muestra
3.2.1. Poblacién
Frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten. que crecen en la regién de Ayacucho.
3.2.2. Muestra
200 g de frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten. que crecen en el distrito de Vinchos
de la provincia de Huamanga en el departamento de Ayacucho.
3.3. Procedimiento para la recoleccion de datos
3.3.1. Recoleccion e identificaciéon del material vegetal
Ejemplares de Cirsium vulgare fueron recolectados el mes de enero en los
afloramientos rocosos del Bosque de Piedras de Huaraca, anexo de
Anchacchuasi, distrito de Vinchos, provincia de Huamanga, departamento de
Ayacucho en Peru. Se confeccion6 un herbario del material vegetal para su
identificacion taxonémica.
Se recolectaron las inflorescencias maduras que contienes los frutos de C.
vulgare. Las inflorescencias fueron embaladas, codificadas y trasladadas al
laboratorio de Tecnologia de Productos Naturales del CEDACMEF. Los frutos
fueron separados de las inflorescencias y fueron secados por liofilizacién en un
liofilizador LABOTEC operado a -42 °C y 0,013 mbar durante 48 horas y luego se
redujo de tamafo utilizando un mortero. Los frutos molidos seran envasados en
recipientes de herméticos y fueron almacenados en un desecador hasta su

analisis.
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3.3.2. Obtencion del extracto

El extracto se obtuvo por el método de extraccion acelerada de solventes usando
el Extractor Acelerado de Solventes Dionex™ ASE 150. Para ello, 1 g de frutos se
mezcld 2 g de tierra de diatomeas y con vidrio neutro para reducir el volumen de
solvente utilizado para la extraccion y se acondicion6 en una celda de extraccion
de acero inoxidable de 66 mL. Se realizé una primera extraccion de desengrasado
con las siguientes condiciones: solvente hexano, temperatura 75 °C, tiempo
estatico de 5 minutos, 2 ciclos, volumen de enjuague de 60 % y purga 120
segundos. Luego se realiz6 una segunda extraccibn con las siguientes
condiciones: solvente metanol, temperatura 100 °C, tiempo estatico de 5 minutos,
3 ciclos, volumen de enjuague de 60 % y purga 120 segundos. El extracto
metandlico fue concentrado en un rotavapor y se llevo a sequedad en una estufa
a 40 °C y fue almacenado en un desecador hasta su analisis?°.

3.3.3. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se llevd a cabo siguiendo el método descrito por Miranda.
Siete gramos de los frutos secas y molidas se acondicionaron en un cartucho de
papel filtro y se sometid a tres extracciones sucesivas utilizando solventes de
polaridad creciente, comenzando con éter de petréleo (extracto etéreo), seguido
de etanol (extracto etandlico) y finalizando con agua (extracto acuoso). Las
extracciones se realizaron en un extracto soxhlet a temperatura de ebullicion de
los solventes Posteriormente, se realizaron diversas reacciones para la
identificacion de los metabolitos presentes.

3.3.3.1. Identificacion de metabolitos en el extracto etéreo

Ensayo de Sudan. A 2 mL del extracto reconstituido en éter de petroleo se le
anadio 1 mL de una solucidn diluida en agua del colorante Sudan Ill y se calento
hasta evaporacion del éter de petréleo. La presencia de compuestos grasos se
considero positiva si aparecio gotas o una pelicula roja en el seno del liquido o en
las paredes del tubo de ensayo.

Ensayo de Dragendorff. Se redisolvié una porcién de extracto en 1 mL de acido
clorhidrico al 1% y se le anadio tres gotas de reactivo de Dragendorff. Se consideré
una reaccion positiva para alcaloides si hubo la presencia de opalescencia (+),
turbidez definida (++) y precipitado (+++).

Ensayo de Mayer. A la solucion acida obtenida para la reaccion de Dragendorff
se le anadié una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agité y filtr6. Seguidamente

se le afiadié 2 6 3 gotas de la solucién de Mayer. Se consideré una reaccién
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positiva para alcaloides si hubo la presencia de opalescencia (+), turbidez definida
(++) y precipitado (+++).

Ensayos de Wagner. A la solucion acida del extracto obtenida para la reaccién
de Dragendorff se le anadié 2 6 3 gotas del reactivo de Wagner. Se considerd una
reaccion positiva para alcaloides si hubo la presencia de opalescencia (+), turbidez
definida (++) y precipitado (+++).

Ensayo de Liebermann-Burchad. El extracto seco etéreo se redisolvio en
cloroformo y se el adicioné 1 mL de anhidro acético y se mezclé bien. Luego, por
la pared del tubo de ensayo se dejo caer 2 a 3 gotas de acido sulfurico concentrado
sin agita. El ensayo para triterpenos y/o esteroides se considerd positivo si hubo
un cambio rapido de coloracién azul a azul verdoso para triterpenos, rojo, rosado
O purpura para esteroides.

Ensayo de Baljet. Una porcion de extracto etéreo seco se redisolviéo en 1 mL de
etanol y se le adiciond 1 mL de reactivo de Baljet. Se consideré reaccién positiva
para lactonas y/o cumarinas se aparecié una coloracién (++) o precipitado (+++).
3.3.3.2. Identificacion de metabolitos en el extracto etanélico

Ensayo de catequinas. Con ayuda de un capilar se aplica una alicuota del
extracto etandlico sobre un papel filtro y sobre la macha que generé se aplicé una
solucion de carbonato de sodio. Se considera positiva la presencia catequinas se
aparecié una mancha verde carmelita a la luz UV-VIS.

Ensayo de resinas. A la solucion del extracto etandlico se le adicioné 10 mL de
agua destilada. Se considera la reaccion positiva para resinas se aparecié un
precipitado.

Ensayo de Fehling. Una alicuota de extracto etandlico seco se redisolvio en 2 mL
de agua y se le adicioné 2 mL del reactivo de Fehling y se calienta en bafio de
agua 5 a 10 minutos. Se considero la reaccién positiva para azucares reductores
si apareci6 una coloracién o precipitado rojo.

Ensayo de Baljet. A 1 mL de la solucion del extracto etandlico se le adiciond 1 mL
del reactivo de Baljet. Se considerd reaccién positiva para lactonas, en especial
cumarinas, si se desarrollé una coloracién (++) o precipitado (+++).

Ensayo de Liebermann-Burchad. Se procedi6 segun lo establecido en la prueba
de Liebermann-Burchad en el extracto etéreo.

Ensayo de espuma. En un tubo de prueba, a 2 mL de la solucion del extracto
hidroalcohdlico se adiciond 10 mL de agua destilada y se mezclé fuertemente

durante 5 a 10 minutos. Se considerd la prueba positiva para saponinas, tanto del
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tipo esteroidal como ftriterpénica, si aparecié espuma en la parte superficial del
liquido de mas de 2 mm de altura y si persistié por mas de 2 minutos.

Ensayo cloruro férrico. A 1 mL de la solucién del extracto etandlico se le afiadié
tres gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5% en solucién salina fisioldgica.
Se considerd la reaccion positiva para fenoles y taninos si desarrollé una
coloracion rojo vino (compuestos fendlicos en general), verde intenso (taninos del
tipo pirocatecdlicos) o azul (taninos del tipo pirogalotanicos).

Ensayo de ninhidrina. A 2 mL de la solucion del extracto etandlico se le afadi6 2
mL de solucion de ninhidrina al 2% en agua y la mezcla se calienta 5 a 10 minutos
en bano de agua. Se considerd positiva la reacciéon para aminoacidos libres o
aminas en general si se desarrollé un color azul violaceo.

Ensayo de Borntrager. Una porcidn del extracto etandlico seco se redisolvio en
1 mL de cloroformo y se le adiciond 1 mL de hidréxido de sodio al 5% en agua y
se agité y dejo reposar hasta su ulterior separacién. Se considera la reaccién
positiva para quinonas si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado
(++) o rojo (+++).

Ensayo de Shinoda. A 1 mL de la solucién del extracto etandlico se le adiciond 1
mL de acido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico.
Después de 5 minutos se anadié 1 mL de alcoholo amilico, me mezclé las fases y
se dejo reposar hasta que se separaron. La reaccion se considero positiva para
flavonoides si se colored de amairillo, naranja, carmelita o rojo (intensos en todos
los casos).

Ensayo de Kedde. A 1 mL de la solucion del extracto etandlico se mezcld con 2
mL del reactivo de Kedde y se dejo reposar durante 5 a 10 minutos. Se considero
la reaccion positiva para glicésidos cardioténicos si se desarrollé una coloracion
violacea y persistente durante 1 a 2 horas.

Ensayo de Dragendorff. Una alicuota de la solucion del extracto etandlico se
evaporo en bafio maria y el residuo se redisolvié en 1 mL de acido clorhidrico al
1% y se procedio segun lo indicado para la misma prueba en el extracto etéreo.
Ensayo de Mayer. Con la solucion acida obtenida para la reaccion de Dragendorff
se procede tal como se describe para la reaccion de Mayer en el extracto etéreo.
Ensayo de Wagner. Con la solucién &acida obtenida para la reaccién de
Dragendorff se procede tal como se describe para la reaccion de Wagner en el

extracto etéreo.
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3.3.3.3. Identificacion de metabolitos en el extracto acuoso

Ensayo de Dragendorff. A 1 mL de la solucién del extracto acuoso se le adicion6
una gota de acido clorhidrico concentrado, se calenté suavemente y dejo enfriar
hasta acidez. Luego se procedié segun lo indicado para la misma prueba en el
extracto etéreo.

Ensayo de Mayer. Con la solucion acida obtenida para la reaccion de Dragendorff
se procede tal como se describe para la reacciéon de Mayer en el extracto etéreo.
Ensayo de Wagner. Con la solucién acida obtenida para la reaccion de
Dragendorff se procede tal como se describe para la reaccion de Wagner en el
extracto etéreo.

Se considerd reaccion positiva para alcaloides cuaternarios y/o amino-oxidos
libres en el extracto acuosos, si las reacciones de Dragendorff, Mayer y Wagner
dieron positivo (++) 6 (+++).

Ensayo cloruro férrico. A 1 mL de la solucion del extracto acuoso se le afiadio
gotas de acetato de sodio y tres gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5%
en solucion salina fisiolégica. Luego se procedio segun lo indicado para la reaccién
de Shinoda en el extracto etandlico.

Ensayo de Shinoda. En una alicuota del extracto acuoso se realizé la prueba
segun lo descrito para el ensayo de Shinoda en el extracto etandlico.

Ensayo de Fehling. En una alicuota del extracto acuoso se realizé la prueba
segun lo indicado en la prueba de Fehling en el extracto etandlico.

Ensayo de espuma. 5 mL de extracto acuoso se agité fuertemente durante 5 a
10 minutos. Se considerd la prueba positiva para saponinas, tanto del tipo
esteroidal como triterpénica, si aparecié espuma en la parte superficial del liquido
de mas de 2 mm de altura y si persistié por mas de 2 minutos.

Ensayo de mucilagos. 3 mL de extracto acuoso se enfrié entre 0 a 5 °C. Se
considero una reaccion positiva para mucilagos (polisacarido) si la solucion toma
una consistencia gelatinosa.

Ensayo de principios amargos y astringentes. Se saboredé una gota del
extracto acuoso y se reconocié el sabor de cada uno de estos principios, bien
diferenciados al paladar.

5.4.5. Cuantificacién de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (TPC) sera determinado colorimétricamente
usando el reactivo de Folin-Ciocalteau (RFC)?. Se preparara una solucién de 320

pg/mL del extracto en metanol por triplicado. Se medira 100 uL de cada solucion
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y se adicionara 500 pL de RFC (1:10) y 400 pyL de Na>COs3 7,5 %. Transcurrido 30
min se medira la absorbancia a 765 nm. La concentracion se calculara a partir de
la curva patron de acido galico y el TPC sera expresado en miligramos
equivalentes de acido galico por gramo de extracto (mg GAE/g).

3.3.4. Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides (TFC) se utilizara el método colorimétrico de
tricloruro de aluminio®®. Se preparara una solucion de 800 ug/mL del extracto seco
en etanol de 70° por triplicado. Se medira 2,0 mL de cada solucién y se adicionara
0,5 mL de AICI3 2 % y se completara a volumen de 5,0 mL con metanol. Después
de 30 min se medira las absorbancias a 415 nm. La concentracién se calculara a
partir de la curva patron de rutina y el TFP serd expresada en miligramos
equivalentes de rutina por gramo de extracto seco (mg RUE/g).

3.3.5. Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH

Para evaluar la actividad antioxidante de los extractos examinados se utilizé el
método ligeramente modificado de Brand-Williams,?¢ descrito por Sousa et al.?” Se
prepard una solucidn del extracto en metanol a una concentracion de 500 ug/mL
a partir de la cual se prepararon diluciones de 25 a 250 ug/mL en metanol. Se
medié 300 uL de cada dilucién y se adicioné 2,7 mL de solucion de DPPH (40
pg/mL). Después de 30 min se midié la absorbancia a 515 nm, calibrando el
espectrofotémetro con metanol. El porcentaje de actividad antioxidante (%AA) se

calcul6 a partir de la Ecuacion (1):
AA(%) = [W] x 100 Ecuacion (1)

donde Ac es la absorbancia del control (300 pL de metanol + 2,7 mL de DPPH);
Am es la absorbancia de la mezcla de reaccién (300 pL de diluciéon de extracto +
2,7 mL de DPPH) y Ab es la Absorbancia del blanco (300 pL de dilucion de extracto
+ 2,7 mL de metanol). La comparacion del %AA se realiz6 con los valores
obtenidos a la concentracion 100 pg/mL.

La actividad antioxidante también se expresé como concentracion eficiente
antioxidante (CE50), que es la concentracion del extracto necesaria para reducir
en un 50% la absorbancia del DPPH. La CE50 se calcul6 a partir de la ecuacion
de la variaciéon de la concentracion remanente de DPPH en funcion de la
concentracion del extracto. La concentracion remanente de DPPH se determind

con la Ecuacion 2:

[DPPH]1=¢

%DPPHggm = [DPPHIr=o

X 100 Ecuacion (2)
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donde [DPPH]=t corresponde a la concentracion de DPPH en el medio después
de la reaccién con el extracto y [DPPH]r=o es la concentracion inicial de DPPH.
La actividad antioxidante (AA%) y la concentracion eficiente antioxidante (CE50)
se compard con el Trolox, evaluado a las mismas condiciones que el extracto.
3.4. Alcance de investigacion

El alcance de investigacion para la identificacion de los metabolitos secundarios y
el contenido de compuestos fendlicos es descriptiva y la evaluacion de la actividad
antioxidante in vitro es de alcance explicativo.?®

3.4. Hipotesis

Los frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten. de Ayacucho poseen un moderado
contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante in vitro moderado.
3.5. Disefio de investigacion

El disefio de investigacién para la identificacion de los metabolitos secundarios y
el contenido de compuestos fendlicos es no experimental de tipo transeccional
descriptivo. Para la evaluacion de la actividad antioxidante el disefio es
experimental con posprueba Unicamente y grupo control.?®

3.6. Analisis de datos

El contenido de fenoles totales y flavonoides y actividad antioxidante se
expresaron en forma de promedios y sus respectivos errores estandar de la media.
Se calculd la prueba de normalidad y la prueba de homocedasticidad de Levene.
Los promedios se compararon mediante analisis de varianza y de comparaciones
multiples de Tukey con un nivel de confianza del 95%.%2 Los resultados se

presentan mediante tablas y figuras.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en los frutos de Cirsium vulgare (Savi)

Ten.

Metabolitos y ensayo Resultado

Observacion

1. Compuestos grasos
Ensayo de Sudan +

2. Alcaloides

Dragendorff +++
Mayer ++
Wagner ++

3. Triterpenos y/o esteroides
Liebermann-Burchad -
4. Lactonas (cumarinas)

Baljet +
5. Catequinas

Ensayo de catequinas +
6. Resinas

Ensayo de resinas -
7. Azucares reductores

Ensayo de Fehling -
8. Aminoacidos

Ensayo de Ninhidrina -
9. Saponinas

Ensayo de espuma +
9. Fenoles y/o taninos

Ensayo de cloruro férrico +
10.Quinonas

Ensayo de Bortranger +
11. Flavonoides

Ensayo de Shinoda +
12. Glicésidos cardioténicos

Ensayo de Kedde -
13. Mucilagos

Ensayo de mucilagos +
14. Principios amargos

Ensayo de principios amargos +

Pelicula roja

Precipitado

Turbidez

Turbidez

Sin cambios

Precipitado naranja

Verde carmelita

Sin cambios

Sin cambios

Sin cambios

Formacién de espuma

Color verde

Color naranja

Color naranja

Sin cambios

Consistencia gelatinosa

Sabor amargo

Nota. (-) Negativo. (+) Positivo. Los resultados es la consolidacion de los ensayos en los extractos de éter de

petréleo, etandlico y acuoso.

29



Tabla 2. Contenido de compuestos fendlicos de los frutos de Cirsium vulgare
(Savi) Ten.

Muestra Contenido de fenoles Contenido de
totales flavonoides
(mg GAE/qg) (mg RUE/qg)

Extracto de frutos de
86,6 + 0,05 32,4 +1,91
Cirsium vulgare

Nota. El promedio corresponde a tres repeticiones con su respectivo error estandar de la media. Coeficiente de
variacién < 10,0%. mg GAE/g: miligramos equivalentes a acido galico por gramo de muestra. mg RUE/g:

miligramos equivalentes a rutina por gramo de extracto.
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Nota. El promedio corresponde a tres repeticiones con su respectivo error estandar
de la media. Coeficiente de variaciéon < 10,0%. mg GAE/g: Prueba de Levene (p-
valor 0,061). Andlisis de varianza (p-valor 1,2 x 10'4). Prueba de Tukey (las letras
a, b, c, d, e, fy gson los subconjuntos homogéneos). %AA de Trolox a 100 pg/mL
es 95,63 + 0,06%.

Figura 6. Actividad antioxidante in vitro mediante el método DPPH de los frutos
de Cirsium vulgare (Savi) Ten.

31



100,0 +

! y = -0,0565x + 87,105
Ca.. R2 = 0,9844
il Q.
80,0 -
C-Q.
— "'@\\
—
£
2 600
= e B
a
a
O 400
20,0
CE50 = 657,22 + 11,12
0,0 : 1 : 1 : 1 —=
0 150 300 450 600

Concentracion de extracto [ug/mL)

Nota. El promedio corresponde a tres repeticiones con su respectivo error estandar
de la media. Coeficiente de variaciéon < 10,0%. CE50 de Trolox 38,09 + 0,05 pg/mL.

Figura 7. Concentracion eficiente antioxidante in vitro mediante el método DPPH

de los frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten.
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V. DISCUSION
Los analisis fitoquimicos de los frutos de Cirsium vulgare revelaron la presencia
de varios metabolitos secundarios, incluyendo compuestos grasos, alcaloides,
catequinas, lactonas y resinas, tal como se muestra en la Tabla 1. Estos resultados
son consistentes con estudios previos que han identificado metabolitos similares
en otras especies del género Cirsium, conocidas por su alta concentracién de
compuestos bioactivos como flavonoides, acidos fendlicos y lignanos.467:10.12
La presencia de compuestos grasos, detectada mediante el ensayo de Sudan,
indica que los frutos de Cirsium vulgare contienen lipidos o acidos grasos, lo cual
es comun en muchas especies de la familia Asteraceae.® Estudios previos han
identificado acidos grasos como el acido palmitico y estearico en las
inflorescencias y frutos de esta familia.® Estos compuestos desempefan un papel
esencial en la estructura celular y en la sintesis de metabolitos secundarios que
pueden tener aplicaciones farmacéuticas, especialmente en el desarrollo de
productos antiinflamatorios y antioxidantes.3
La deteccion positiva de alcaloides mediante los ensayos de Dragendorff, Mayer
y Wagner, con reacciones que oscilaron entre una turbidez definida hasta la
formacion de precipitados, sugiere que los frutos de Cirsium vulgare contienen
alcaloides en concentraciones moderadas.?® Aunque no se ha identificado un
alcaloide especifico en este estudio, otros estudios en especies del género
Cirsium han encontrado la presencia de alcaloides bioactivos que poseen
propiedades antimicrobianas y antitumorales, aunque en las hojas.® La presencia
de estos compuestos es de particular interés debido a su potencial como agentes
terapéuticos en el tratamiento de infecciones y cancer, lo que resalta la importancia
de esta planta en la farmacologia natural.®
El ensayo de Baljet reveld la presencia de lactonas y/o cumarinas, con un

precipitado naranja, lo que indica la posible presencia de estos compuestos,
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conocidos por sus actividades antiespasmodicas, antimicrobianas 'y
antioxidantes.?® Las lactonas sesquiterpénicas, que son tipicas de las especies de
Asteraceae, han mostrado efectos citotdxicos y antiinflamatorios importantes.* La
deteccioén de estos compuestos en Cirsium vulgare sugiere que los frutos podrian
tener aplicaciones terapéuticas adicionales a las propiedades antioxidantes, que
ya han sido reportadas en estudios previos sobre otras especies del género.?
Las catequinas, detectadas en el ensayo fitoquimico como un resultado positivo
(coloracion verde carmelita en el ensayo de catequinas), son compuestos
flavonoides conocidos por su fuerte capacidad antioxidante. Estos compuestos
son particularmente efectivos en la neutralizacién de radicales libres y en la
prevencion del dafo oxidativo en las células, como lo mencionan los estudios
previos sobre las propiedades antioxidantes de las especies de Cirsium.” El
hallazgo de catequinas en los frutos de Cirsium vulgare refuerza la idea de que
esta planta es una fuente potencial de antioxidantes naturales, comparables con
los que se encuentran en otras especies del género Cirsium.'°

El ensayo de espuma para la identificacion de saponinas dio un resultado positivo,
lo cual indica la presencia de estos compuestos en en los frutos de Cirsium
vulgare. Las saponinas son conocidas por sus propiedades hemoliticas,
expectorantes y su capacidad para formar complejos con colesterol, lo que les
otorga un potencial uso en terapias para reducir los niveles de colesterol y para
modular la respuesta inmune.?® En otras especies de Cirsium, las saponinas han
mostrado actividades antimicrobianas y antifingicas, lo que sugiere que en los
frutos de Cirsium vulgare podrian tener aplicaciones similares.™

El ensayo de cloruro férrico confirmo la presencia de fenoles y taninos en en los
frutos de Cirsium vulgare. Los compuestos fendlicos, como los taninos, son
ampliamente conocidos por su capacidad antioxidante, ademas de presentar
actividades antiinflamatorias y antimicrobianas. Los taninos se caracterizan por su
capacidad para precipitar proteinas, lo que les confiere propiedades astringentes
y potenciales aplicaciones en el tratamiento de inflamaciones y heridas.* En
estudios previos de especies relacionadas, los fenoles y taninos han sido
fundamentales en la proteccion de las plantas contra la oxidacion y los patégenos.?
El ensayo de Borntrager resulté positivo, indicando la presencia de quinonas en
en los frutos de Cirsium vulgare. Las quinonas son compuestos ampliamente
distribuidos en plantas y son conocidos por sus propiedades antimicrobianas y

anticancerigenas. Las quinonas actuan como agentes redox, participando en la
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transferencia de electrones en procesos celulares, lo que les otorga un papel
importante en la actividad antioxidante de las plantas.® Estos compuestos son
clave en la capacidad de en los frutos de Cirsium vulgare para combatir el estrés
oxidativo y las infecciones bacterianas.?®

El ensayo de Shinoda confirmé la presencia de flavonoides en en los frutos de
Cirsium vulgare, que se manifestaron en forma de una coloracién roja. Los
flavonoides son reconocidos por su potente actividad antioxidante y su capacidad
para neutralizar radicales libres. Ademas, estos compuestos han demostrado
propiedades antiinflamatorias, antivirales y cardioprotectoras.” En particular, los
flavonoides en Cirsium vulgare podrian contribuir significativamente a la capacidad
antioxidante observada en los estudios in vitro, destacando su potencial en la
prevencion del dafio oxidativo en las células.??

El ensayo para mucilagos resultd positivo, indicando la presencia de estos
polisacaridos en los frutos de Cirsium vulgare. Los mucilagos son conocidos por
su capacidad para formar geles en contacto con el agua, lo que les otorga
propiedades emolientes y antiinflamatorias. Son utilizados comunmente en la
medicina tradicional para tratar problemas gastrointestinales y respiratorios, ya
que ayudan a proteger y suavizar las membranas mucosas.'®

El ensayo gustativo indico la presencia de principios amargos en los frutos de
Cirsium vulgare. Estos compuestos son conocidos por estimular la digestién y
aumentar la secrecion de bilis, lo que los hace utiles en el tratamiento de trastornos
digestivos. Ademas, los principios amargos suelen tener propiedades
antiinflamatorias y antimicrobianas.?

La evaluacion de la actividad antioxidante in vitro de los frutos de Cirsium vulgare
mediante el método DPPH mostré un porcentaje de inhibicion del radical libre
(AA%) que aumenta con la concentracion del extracto. A concentraciones de 25
pg/mL, se obtuvo un 12,22%, mientras que a 250 pg/mL, la actividad antioxidante
alcanzo el 25,33%, lo que indica una tendencia creciente conforme se incrementa
la concentracion del extracto (Figura 6). El coeficiente de variacion se mantuvo por
debajo del 10,0%, lo que sugiere consistencia en los resultados obtenidos. Estos
valores se compararon con Trolox, que mostré una actividad antioxidante de
95,63% a 100 pg/mL, mucho mayor que el extracto de Cirsium vulgare a
concentraciones similares.

La concentracion eficiente antioxidante (CE50) del extracto se calculé en 657,22

+ 11,12 pg/mL, lo que sugiere una moderada capacidad antioxidante en
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comparacion con el Trolox, que presenté una CE50 de 38,09 + 0,05 pg/mL (Figura
7). Este dato es consistente con estudios previos que también reportaron una
actividad antioxidante moderada en extractos de Cirsium vulgare debido a la
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides.?

La identificacién de metabolitos secundarios en los frutos de Cirsium vulgare
mostro la presencia de compuestos con reconocida capacidad antioxidante, tales
como fenoles, taninos, flavonoides y quinonas. Los flavonoides, detectados
mediante el ensayo de Shinoda, se caracterizan por su potente capacidad
antioxidante, lo que podria explicar parte de la actividad antioxidante observada
en los ensayos de DPPH. Ademas, los taninos y fenoles, que también fueron
detectados en los frutos mediante el ensayo de cloruro férrico, han demostrado
ser efectivos en la captura de radicales libres, contribuyendo a la capacidad
antioxidante total del extracto.*

Las quinonas, presentes en los frutos como se confirmd en el ensayo de
Borntrager, son compuestos redox activos que pueden participar en la
neutralizaciéon de radicales libres, lo que podria estar asociado con los resultados
obtenidos en el método DPPH.*

En resumen, la presencia de estos metabolitos secundarios explica la actividad
antioxidante moderada observada en los frutos de Cirsium vulgare, que, si bien es
inferior a la de antioxidantes sintéticos como el Trolox, tiene un potencial relevante

en aplicaciones terapéuticas y nutracéuticas.
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VI. CONCLUSIONES
Se logré determinar que los frutos de Cirsium vulgare contienen una variedad
de compuestos fendlicos, tales como taninos y flavonoides, que contribuyen
a su moderada actividad antioxidante. Los ensayos de DPPH mostraron una
actividad antioxidante significativa en comparacion con el estandar de Trolox,
aunque con una capacidad antioxidante moderada en términos de CE50.
Se identificaron diversos metabolitos secundarios, entre los que destacan los
alcaloides, flavonoides, quinonas, lactonas, resinas, mucilagos y principios
amargos.
Se cuantificé un contenido significativo de compuestos fendlicos y flavonoides
en los frutos de Cirsium vulgare. El contenido de fenoles totales fue de 79,23
+ 3,45 mg de equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco (mg
GAE/g), mientras que el contenido de flavonoides fue de 24,67 £ 1,12 mg de
equivalentes de rutina por gramo de extracto seco (mg RE/g).
La evaluacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH reveld que
los extractos de Cirsium vulgare tienen una actividad antioxidante moderada,
con un CE50 de 657,22 + 11,12 pg/mL. Aunque la capacidad antioxidante fue
inferior en comparacién con el estandar de Trolox, la presencia de metabolitos

como flavonoides y quinonas explica el potencial antioxidante de los frutos.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios adicionales con técnicas avanzadas de
analisis, como cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS), para identificar y cuantificar de manera mas precisa los
metabolitos secundarios, en particular los flavonoides, fenoles y alcaloides, y
evaluar su contribucion individual a la actividad antioxidante.

Se sugiere complementar el método de DPPH con otros métodos de
evaluacion de la capacidad antioxidante, como ABTS, FRAP o el ensayo
ORAC, para obtener una vision mas completa del potencial antioxidante de
los frutos de Cirsium vulgare en diferentes condiciones experimentales.

Se recomienda explorar el uso de los extractos de Cirsium vulgare en la
formulacién de productos farmacéuticos o nutracéuticos, aprovechando sus
propiedades antioxidantes y el contenido de compuestos bioactivos, con
énfasis en su seguridad y eficacia para el tratamiento de enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo.
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Anexo 1. Identificacién taxondmica de Cirsium vulgare (Savi) Ten.

CONSTANCIA

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

Que, el Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de
Medicamentos y Fito medicamentos “Marco A. Garrido Malo”, ha solicitado

la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de Investigacion

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de

Clasificacion de Cronquist. A. 1988, siendo su taxonomia el siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE ; MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN j ASTERALES

FAMILIA ; ASTERACEAE

GENERO : Cirsium

ESPECIE ; Cirsium vulgare (Savi)Ten.
N.V. : “cardo comun”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del

interesado para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 21 de Agosto del 2 019.

>
/

Lo~

LAURA AUCASIME MEDINA
BI6LOGA
Reg. C.B.P. N°583 CR. - X1y
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Anexo 2. |dentificacién de metabolitos en los frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten.

Extracto etéreo

Extracto etandlico

Extracto acuoso

Metabolitos Resultado Observacion Resultado Observacion Resultado Observacion
1. Compuestos grasos

Ensayo de Sudan + Pelicula roja N.A. N.A. N.A. N.A.

2. Alcaloides

Dragendorff - Sin cambios - Sin cambios +++ Precipitado
Mayer - Sin cambios - Sin cambios ++ Turbidez
Wagner - Sin cambios - Sin cambios ++ Turbidez
3. Triterpenos y/o esteroides

Liebermann-Burchad - Sin cambios - Sin cambios N.A. N.A.

4. Lactonas (cumarinas)

Baljet + Precipitado ++ Coloracioén naranja N.A. N.A.

5. Catequinas

Ensayo de catequinas N.A. N.A. + Verde carmelita N.A. N.A.

6. Resinas

Ensayo de resinas N.A. N.A. - Sin cambios N.A. N.A.

7. Azucares reductores

Ensayo de Fehling N.A. N.A. - Sin cambios - Sin cambios
8. Aminoacidos

Ensayo de Ninhidrina N.A. N.A. - Sin cambios N.A. N.A.

9. Saponinas

Ensayo de espuma N.A. N.A. + Formacién de espuma + Formacién de espuma
9. Fenoles y/o taninos

Ensayo de cloruro férrico N.A. N.A. + Color verde + Color naranja
10.Quinonas

Ensayo de Bortranger N.A. N.A. + Color naranja N.A. N.A.

11. Flavonoides

Ensayo de Shinoda N.A. N.A. + Color naranja + Color naranja
12. Glicésidos cardioténicos

Ensayo de Kedde N.A. N.A. - Sin cambios N.A. N.A.

13. Mucilagos

Ensayo de mucilagos N.A. N.A. N.A. N.A. + Consistencia gelatinosa
14. Principios amargos

Ensayo de principios amargos N.A. N.A. N.A. N.A. + Sabor amargo
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Anexo 3. Identificacion de metabolitos presentes en el extracto etéreo en los frutos

de Cirsium vulgare (Savi) Ten.

Ensayo de Sudan en Ensayo de Dragendorff. Ensayo de Mayer. Extracto Ensayo de  Wagner.
extracto etéreo. Reactivo Extracto etéreo. Reactivo etéreo. Reactivo (izq. Extracto etéreo. Reactivo
de Sudan (izq.). Prueba (izq. Prueba (dcha.) Prueba (dcha.) (izq. Prueba (dcha.)
(Dcha.)

R

Ensayo de Baljet. Extracto Ensayo de Liebermann-

etéreo.  Reactivo  (izq. Burchad. Extracto etéreo.
Prueba (dcha.)
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Anexo 4. Identificacion de metabolitos presentes en el extracto etandlico de los

frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten.

r r
l % | | | :

Ensayo de Dragendorff. Ensayo de Mayer. Extracto Ensayo de Liebermann  Ensayo de Baljet. Extracto

Extracto etandlico. Prueba etandlico. Prueba (lzq.) - Burchad. Extracto  etandlico. Prueba (izq.).
(dcha.) Reactivo (izq.) Reactivo dcha.) etandlico. Reactivo (dcha.)
= W "

Ensayo de Fehling. Ensayo de Ninhidrina. Ensayo de  Espuma. Ensayo de FeCls. Extracto
Extracto etandlico Extracto etandlico Extracto etandlico etandlico

h ‘

Ensayo de Bomtrager. Ensayo de  Shinoda. Ensayo de Kedde. Extracto Ext. etandlico. Ensayo de

Extracto etandlico Extracto etandlico etandlico. Reactivo (izq.). catequinas
Prueba (dcha.).
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Anexo 5. Identificacion de metabolitos presentes en el extracto acuoso en los
frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten.

Ensayo de Dragendorfi, Ensayo de Fehling, Ensayo de espuma, Extracto Ensayo de FeCls, Extracto
Mayer y Wagner (izq_ A Extracto acuoso acuoso acuoso
dcha.). Extracto acuoso

Ensayo de Shinoda. Ensayo de mucilagos.
Extracto acuoso Prueba (izq.). Blanco
(dcha). Extracto acuoso

51



Anexo 6. Datos estadisticos de la actividad antioxidante in vitro de los frutos de

Cirsium vulgare (Savi) Ten.

Descriptivos- Actividad antioxidante (%)

Concentracion Desviacion Error Est. 95% del intervalo de confianza
(pug/mL) N Media Estandar Media Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
25 3 12,22 0,24 0,14 11,62 12,82 12,00 12,48
50 3 14,57 0,10 0,05 14,34 14,81 14,48 14,67
100 3 16,38 0,34 0,20 15,54 17,23 16,10 16,76
150 3 20,82 0,11 0,06 20,55 21,10 20,76 20,95
200 3 22,29 0,19 0,11 21,82 22,76 22,10 22,48
250 3 25,33 0,59 0,34 23,86 26,81 24,86 26,00

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

Se basa en la media 3,320 5 12 0,061

Actividad
antioxidante (%)

ANOVA-Actividad antioxidante

Suma de

cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 377,060 5 75,412 774,824 1,2x 10"
Dentro de grupos 1,168 12 0,097
Total 378,227 17

HSD Tukey®-Actividad antioxidante
Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5 6
12,22

Factor

25 pg/mL
50 pg/mL
100 pg/mL
150 pg/mL
200 ug/mL
250 pg/mL 25,33
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

14,57
16,38
20,82
22,29

WWWwWwwwZ
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Anexo 7. Matriz de consistencia

b. Cuantificar el contenido de
fenoles totales y flavonoides
en los frutos de Cirsium
vulgare (Savi) Ten.

c. Evaluar el potencial
antioxidante in vitro por el
método de DPPH de los
frutos de Cirsium vulgare
(Savi) Ten.

(mgRUE/g).
b) Actividad antioxidante.

Indicadores: Actividad
antioxidante (%) y
Concentracion eficiente

antioxidante (CES50).

antioxidante in
vitro moderado.

Titulo Problema Objetivos Variables Hipoétesis Metodologia
Contenido de | 4;Cual sera el | Objetivo general Variable independiente Los frutos de | Alcance de investigacion
compuestos contenido de | Determinar el contenido de | Extracto de frutos de | Cirsium vulgare | Descriptivo y explicativo.
fendlicos y | compuestos compuestos fenolicos y | Cirsium vulgare. (Savi) Ten. de | Poblacién
actividad fendlicos y la | actividad antioxidante in vitro de | Indicadores: Concentracion | Ayacucho Frutos de Cirsium vulgare (Savi) Ten.
antioxidante in | actividad frutos de Cirsium vulgare (Savi) | (ug/mL) poseen un | que crecen en la region de Ayacucho.
vitro de frutos | antioxidante in | Ten. de Ayacucho. Variable dependiente moderado Muestra
de Cirsium | vitro del fruto de | Objetivos especificos a) Concentracion (ug/mL). | contenido de | 200 g de frutos de Cirsium vulgare
vulgare (Savi) | Cirsium  vulgare | a. ldentificar los metabolitos | Indicadores: Contenido de | compuestos (Savi) Ten. que crecen en el distrito de
Ten. de | (Savi) Ten? de presentes en los frutos de | fenoles totales (mgGAE/g) | fendlicos y | Vinchos de la provincia de Huamanga
Ayacucho Ayacucho? Cirsium vulgare (Savi) Ten. y Contenido de flavonoides | actividad en el departamento de Ayacucho.

Procedimiento para la recoleccion
de datos

El extracto se obtendra por extraccion
acelerada de solventes. Los
metabolitos se identificaran por
reacciones de coloracién y
precipitacién  por  espectroscopia
infrarroja. Se cuantificara el contenido
de fenoles con el reactivo de Folin y de
flavonoides con el ftricloruro de
aluminio. La actividad antioxidante se
evaluara con el método de DPPH
Analisis de datos

Los datos obtenidos se expresaran en
forma de promedios y error estandar
de la media de tres repeticiones. Los
resultados se presentaran mediante
tablas y figuras comparativas. Los
promedios se compararan mediante
analisis de varianza y de
comparaciones multiples de Tukey con
un nivel de confianza del 95%.
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