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En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la ma}401anadel dia Lunes veintiocho de

diciembre del a}401odos mil quince, en el auditorio de la Escuela Profesional de

Farmacia y Bioquimica, reunidos Ios miembros del Jurado Cali}401cador.Bajo la

presidencia (e) del Mg. José Manuel Diez Macavilca con la Asistencia de los

docentes: Q.F. Hugo Luna Molero, Mg. Maricela Lopez Sierralta (Secretaria Docente

encargada) y Mg. Enrique Aguilar Felices (Asesor) quienes recepcionarén Ia

Sustentacién de Tesis: Actividad antioxidante y antiin}402amatoriade Ios compuestos

fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza�035.Ayacucho 2012,

presentado por la bachiller en Farmacia y Bioquimica; Maria Esther DiAZ VIVANCO

quien pretende optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutica.

El Presidente (e) Iuego de Veri}401carIos documentos en Mesa, solicita a la secretaria

(e) dé leciura al acto resolutivo de la Resolucién Decanal N�034309 �024FC de la 8 �024

UNSCH - 2015 de fecha 23 de diciembre del 2015, Iuego del cual cede la palabra a

la sustentante para la exposicion de su trabajo de investigacién, posteriormente Ios

miembros del Jurado Cali}401cador,realizan a su turno las observaciones, aclaraciones

y las preguntas que crean conveniente, para la evaluacién correspondiente.

Luego el presidente (e) solicita a la sustentante y al publico presente para que

abandonen el auditorio dejando solos a los miembros del Jurado Calificador para

que puedan deliberar y realizar Ia calificacion correspondiente como sigue:

JURADO TEXTO EXPOSICION RESPUESTA PROMEDIO

Mg. José DIEZ 17 17 17 A 17

MACAVILCA

Q.F. Hugo LUNA 18 17 17 17

MOLERO

Mg. Maricela LOPEZ 17 17 17 17

SIERRALTA

Mg. Enrique AGUILAR 18 18 18 18

FELICES y

PROMEDIO TOTAL 17

De la Evaluacién realizada Ia sustentante, obtiene una cali}401caciénde DIECISIETE

(17), de la cual dan fe Ios miembros del Jurado Cali}401cador,estampando su firma al

pie de la presente. Culmina el acto de la sustentacién siendo las once y treinta de la

ma}401ana.
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Presidente (e) Miembro

Miembro

____ _______\ __ _______ ______________ ' .-

Mg. Maricela LOEEZ SIERRALTA  |cE$

Secretaria Docente (e) Asesgr
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RESUMEN

La inflamacién es comun en casi todas las enfermedades que implican da}401o

celular donde los radicales libres estén presentes. El objetivo fue determinar Ia

actividad antioxidante y antiin}402amatoriade los compuestos fenélicos aislados de

las hojas de Rumex crispus L. �034romaza",empleando Ia técnica in vitro del DPPH

y el modelo in vivo de edema plantar inducido en ratas Holtzman. Se llevé a cabo

en los laboratories de la Escuela de Farmacia de la Universidad Nacional de San

Cristébal de Huamanga, Ayacucho, Pen]. La muestra fue recolectada en el

distrito de Chuschi, provincia de Canga!lo_ regién Ayacucho. Se ensayé las dosis

de 50. 100 y 200 mg/kg usando como estandar diclofenaco. Los compuestos

fenélicos aislados e identificados mediante pruebas quimicas y espectraies

fueron fenoles, }402avonoides,catequinas y quinonas. La actividad antiinflamatoria

expresada como area bajo la curva (ABC) fue de 7,97; 7,58; 6,88 y 6,78 ml/h

correspondiente a los tratamientos con 50; 100; 200 mg/kg y dicIofenaco_

Respecto al porcentaje de actividad antioxidante in vitro, a las concentraciones

de 10, 50 y 100 pg/ml de compuestos fenélicos se Iogré 68,6; 94,6 y 96,46�034/ode

actividad, respectivamente. Se concluye que los compuestos fenélicos aislados

de las hojas de Rumex crispus L. "romaza" tienen actividad antiinflamatoria in

vivo y antioxidante in vitro, donde la dosis de 200 mg/kg muestra la mejor

actividad antiin}402amatoriaestadisticamente similar al diclofenaco; y mayor

porcentaje de actividad antioxidante a las concentraciones de 50 y 100 pg/ml

similar a la quercetina y vitamina C. Los compuestos fenélicos de las hojas de

Rumex crispus L. constituyen una fuente potencial para el tratamiento

antiin}402amatorioy antioxidante.

Palabras clave: Antioxidante, antiin}402amatorio,Rumex crispus L., romaza.
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I. INTRODUCCION

El lema de los antioxidantes ha venido adquiriendo importancia singular en los

ultimos tiempos. Al existir una disminucion de los niveles de antioxidantes o una

inhibicién de las enzimas antioxidantes se desencadena un estrés oxidativo,

produciendo da}401ocelular por la oxidacién a macromoléculas como proteinas,

lipidos y écido desoxirribonucleico. Estudios previos correlacionan el estrés

oxidativo con la patogénesis de numerosas enfermedades como Parkinson,

enfermedad de Alzheimer, céncer e infertilidad. Las sustancias antioxidantes

desempe}401anuna funcién fundamental en la prevencion de enfermedades

crénicas no transmisibles, por lo que es importante el consumo de sustancias

antioxidantes no enziméticas o la innovacién de productos quimicos enziméticos

que puedan Iograr un efecto positivo en la salud del paciente.�030

De otro lado, Ia in}402amaciénes comun en casi todas las enfermedades que

implican un da}401omicrobiolégico, quimica o fisico a tejidos vivos. En algunas de

sus multiples formas y manifestaciones, Ia inflamacién se esconde tras la causa

més importante de muerte en el mundo actual. Ademés, representa una

caracterlstica permanente de muchas otras enfermedades que pueden no ser

mortales, pero que, sin embargo, provocan grandes sufrimientos e incapacidad,

que puede transcurrir hacia una situacién crénica que suele dar Iugar a

enfermedades degenerativas como la artritis reumatoide, las cardiopatias

reuméticas, acné, psoriasis, arteriosclerosis, enfermedades hepéticas, renales

cronicas entre otras?

A pesar de la potente accién antiin}402amatoriaque Ie es atribuida a los férmacos

antiin}402amatorios,estos compuestos presentan una alta incidencia de efectos

adversos y algunos, incluso, no logran modular Ia induccién de ciertas citocinas

proin}402amalorias.Por esta razén una fuente importante de productos con interés

farmacolégico Io constituyen los productos naturales y en tal sentido, Ia

busqueda de principios activos con posible accién antiin}402amatoria,ha estado

1



dentro de las prioridades de quienes investigan en este campof�030

Desde hace algunos a}401os,tanto paises altamente desarrollados como aquellos

paises subdesarrollados con escasos recursos econémicos, han retomado y _

desarrollado el uso de las plantas medicinales con }401nesterapéuticos en lo que

se ha Ilamado Ia Revolucién Verde de la Medicina.�030 '

Una gran variedad de especies vegetales de nuestro pais presentan

propiedades antioxidantes y antiin}402amatorias,sin embargo, la mayoria no cuenta

con informacién cienti}401caque avale estas propiedades. Por Io tanto, el presente

proyecto de investigacién se enfoca en el estudio de la especie vegetal Rumex

crispus L. �034romaza",utilizada en la medicina tradicional peruana; en paitologias

relacionadas con procesos in}402amatoriosf�030

El contexto descrito, nos motivé a investigar dicha especie, enfocéndonos en

demostrar el objetivo general:

0 Determinar la actividad antioxidante y antiin}402amatoriade los compuestos

fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza",haciendo uso

de modelos in vitro e in vivo validados y de amplia uso en investigacién.

Al mismo tiempo, nos hemos propuesto objetivos especi}401cos:

- ldenti}401carlos metabolitos secundarios presentes en el extracto etanélico de

las hojas de Rumex crispus L. �034romaza".

- Aislar Ios compuestos fenélicos de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza".

- Determinar Ia concentracién de compuestos fenélicos con mayor actividad

antioxidante.

- Determinar Ia dosis . de compuestos fenélicos con mayor actividad

antiin}402amatqria.

2



II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Maksimovic et aI.°, evaluaron el potencial antioxidante de reduccién férrica

(FRAP), su actividad sobre radicales libres de DPPH y la in}402uenciasobre la

peroxidacién Iipidica en Iiposomas (LP) del extracto metanélico de los frutos de

Rumex crispus L. Se observé una considerable actividad en todos los sistemas

de prueba. pero més baja que la actividad del a'cido asc¢')rbico_ Ia tutina y la

quercetina, que se utiliza como sustancias de control positivo. Los efectos in vivo

se evaluaron en varios sistemas antioxidantes hepéticos (actividades de LPX,

GSH�024Px,Px, CAT y XOD, asi como el contenido de GSH). El pretratamiento con

el extracto de R. crispus L. inhibe el estrés oxidativo inducido y aumenta el

contenido de GSH en forma dosis dependiente.

Suh et al.�031,evaluaron el bloqueo del oxigeno singlete y la proteccién de los

sistemas biolégicos de diferentes extractos de semillas de Rumex crispus L. En

este trabajo fueron evaluados el efecto de eliminacién de radicales libres (DPPH)

y el contenido de compuestos fenélicos totales en extractos de las raices de

Rumex crispus L. Las extracciones con butanol y acetato de etilo demostraron un

efecto notable frente a DPPH y protegen a los sistemas biolégicos de efectos

perjudiciales in vitro. Ambos extractos fueron los que ma's contenido de fenoles

totales tuvieron.

Jimoh et al.�030,determinaron el contenido de polifenoles antioxidantes y la

actividad antibacteriana de los extractos aceténico, metanélico y acuoso. Las

concentraciones de las diferentes clases de compuestos fenélicos son mayores

en los extractos de acetona y metanol en comparacién con los extractos de

agua, lo que también se correlaciona con el contenido fenélico total. Las

actividades antioxidantes de los extractos de acetona y metanol fueron

evaluadas por tres métodos in vitro establecidos, eslo es, 2,2-azinobis�024(3�024etil

benzothiazoline-6-sulfénico) (ABTS), el 1,1-difeni|-2- picrilhidrazil (DPPH), y el

3



poder antioxidante reductor del hierro (FRAP). Los extractos mostraron actividad

significativa frente a bacteria: Gram-positivas y Gram-negativas. La fuerte

actividad antibacteriana se encontré en la extracto de acetona, cuya actividad

fue pronunciada sobre 7 de 10 cepas bacterianas utilizadas, con un valor de CMI

(concentracién minima inhibitoria) de 2,0 mg/mL. Sin embargo, ninguno de los

extractos inhibié a Staphylococcus epidermidis o Salmonella pooni. Los datos

obtenidos en este estudio sugieren que Rumex ecklonianus puede ser un buen

candidato para alimentos funcionales, asi como para productos farmacéulicos a

base de plantas. Este es el primer informe sobre la actividad biolégica de Rumex

ecklonianus. .

Sijleyman er al.�031,invesligaron los efectos gastroprotectores y anti-ulcerogénicos

del extracto acuoso de las raices de Rumex patientia L. (150 y 500 mgIKg) en

ratas, frente al control Nimesulida (100 y 300 mg/Kg). El numero de ulceras por

estrés inducidas per la administracién de 150 mg/Kg de extracto fue idéntico a

los del grupo de control. Sin embargo, en el grupo tratado con 500 rrrg/Kg, ekl)

numero de Iillceras por estrés disminuyé 1,9 veces y el tama}401ode_ ias areas de

ulceracién disminuy6:1,1 veces. . �031 . _ '_ 4

Yildirim et al.�035,evaluardn la actividad antioxidante y anti-microbiana de_ los

extractos de Rumex crispus L. En este trabajo se utilizaron Ios extractos etéreo,.

etanélico y acuoso de las hojas y semillas. Solamente Ios extractos acuosos y

etanélico mostraron actividad antioxidante. No hubo correlaciéri estadisticamente

significativa entre la cantidad de compuestos fenélicos y poder reductor ni entre

la cantidad de compuestos fenélicos y el porcentaje de actividad de barrido de

DPPH. De otro Iado, los extractos etéreos de las hojas y las semillas y el extracto

etanélico de las hojas han demostrado actividad antimicrobiana sobre

Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis. Sin embargo, ninguno de los extractos

acupsds mostré actividad antimicrobiana frente a los microorganismos

estudiados.

Suleyman et al.�034,evaluaron Ia actividad antiinflamatoria del extractp acuoso de

las raices de Rumex patientia L. (Polygonaceae) en animales de

experimentacién. Para Ialevaluacién de la actividad antiin}402amatoriase hicieron

pruebas sobre edema inducido por carragenina_ histamina, _dextrano,

formaldehido y sero_tonina, granuloma por pellets de a|god(')n,_ y pruebas de

Kabak en ratas. Encontraron que el extracto posee actividad antiinflamatpria:

Estudios de toxicidad aguda revelaron que el extracto hasta una desis de 3

4



mg/Kg por via oral no fue téxico.

2.2. Rumex crispus L. �034romaza"

2.2.1. Clasificacién taxonémica

Tabla 1. Clasi}401caciéntaxonémica de Rumex crispus L. "romaza"

DIVISION MAGNOLIOPHYTA

CLASE MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE CARYOPHYLLIDAE

ORDEN POLIGONALES

FAMILIA POLYGONACEAE

GENERO Rumex '

ESPECIE Rumex crispus L.

N.V. �034romaza",�034Ienguade vaca".

Fuente: Cer}401}401cadoemilido por el Herbarium Huamangensis- 2012 (Anexo 1)

2.2.2. Descripcién boténica

El género Rumex consta de unas 200 especies, la mayoria crece en las regiones

templadas y en el Pen�031:se conocen siete.�035

Rumex crispus L. es una hierba perenne, de hasta 1,0 metro de alto. Raiz de

tipo axomorfo, gruesa y profunda. Tallos ereclos, poco ramosos. Hojas inferiores

largamente pecioladas, oblongo-lanceoladas con el margen encrespado. Hojas

superiores Ianceoladas, cortamente pecioladas. Flores bisexuales en general

agrupadas en panojas densas, estrechas, alargadas. desprovistas de hojas en la

parte superior. Flores agrupadas en fasciculos 0 peque}401osgrupos. Perigonio

calicino, formado por seis tépalos Iigeramente verdes herbéceos en dos

verticilios ma's o menos iguales. Androceo compuesto de seis estambres libres,

de filamentos cortos. Gineceo de ovario s}402perolricarpelar. con estilos cortos,

terminados en estigmas penicilados. Fruto aquenio trigono con eslrucluras

membranosas aladas, reliculadas, anchamente ovadas o semicirculares, que

derivan de los tres tépalos internos. Se propagan usualmente por medio de

semillas.�035

Rumex crispus L., crece en forma natural en los valles interandinos,

generalmente de 2100 a 3000 msnm. Su hébitat son los bebederos naturales,

borde de las acequias y riberas de los riachuelos durante la época de Iluvia.

Rumex crispus compite con otras especies del mismo género como: Rumex

acetosa, Rumex acetocella, Rumex obtusifolius, entre otros, como también con

otras plantas por espacio, suelo, nutrientes, agua y otros alimentos. Se hallan

distribuidos en los departamentos de Ancash, Cuzco, Junin, Ayacucho a nivel de

5



Peru; en tanto que a nivel de Sudamérica se hallan distribuidos en Bolivia, Chile,

Brasil, Uruguay; y a nivel de Europa, en Espa}401ay Gran Bretar'1a.�034' .» ~ ~

2.2.3. Usos tradicionales

Las hojas verdes bien molidas se emplean en cataplasma en el tratamiento de

muchas dermatosis; en la curacién de llagas o heridas. El agua de la maceracién

de las hojas, se emplea como astringente en ciertas afecciones oculares; las

hojas cocidas. hechas ensalada, se venden en el departamento de Arequipa con

el nombre de �034zarzaparrilia�035y se emplean en cocimiento, como depurativo; el

cocimiento de la raiz, en ba}401oscontra la sarna.'5' 1�030.El cocimiento de las raices

se usa como ténico y anliséptico.�035 ' �024-�035- -- '

2.2.4. Composicién quimica - » >

Fan y Zhang", realizaron Ios estudios sobre los componentes quimicos de

Rumex clispus L., donde lograron aislar e identificar, entre otros compuestos,

beta-citosterol; crisofanol; emodina; i crisofanol-8-O-beta-D�024gIucopiranésido;

emodina-8-O-beta-D-glucopiranésido; écido gélico; catequinas; camferol;

quercetina; camfero|�0243�024O�024a|fa�024L�024ramnopiranésido,quercetina-3-0-alfa�024L�024

ramnopiranésido.

Baskan et al.�035,llevaron a cabo el anélisis de las antraquinonas

farmacéuticamente importantes de la raiz de Rumex crispus L., Iogrando aislar

1,5-dihidroxi-3-metilantraquinona; 1,3,5-trihidroxi-6-hidroximetilantraquinona y

1,5-dihidroxi-3-metoxi-7-metiIantraquinona. por cromatografia electrocinética

. micelar, que a su vez resulté ser un método sencillo, répido yieprodueible. v

Gunaydin y et al.�035,reportaron tres 1,5-dihidroxiaiitraquinonas y una antrona de

las raices de Rumex cn'spus L.

Demirezer et al.�035,aislaron un nuevo glicésido de antraquinona, emodina�0245�024O�024

beta�024D�024glucopiranésido,asi como también un sencillo }402avan-3-oly una 6-

clorocatequina, de las raices de Rumex patientia L. junto con siete compuestos

fenélicos conocidos. Sus estructuras fueron determinadas sobre la base de

métodos espectroscépicos, demostréndose sus efectos citotéxicos y

propiedades antirradicalarias.

2.3. Compuestos fenélicos �031

Los compuestos fenélicos estén en la naturaleza ampliamente distribuidos en el

reino vegetal, todos ellos presentan anillo aromético comun (Figura 1) que puede

estar unido a grupos hidroxilos libres y combinados en forma de éster, éter,

heterésidos, etc., la formacién de este nticleo aromético se realiza por vegetalee
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y microorganismos. Mientras que su presencia en animales se debe a la ingesta

del vegetai.�035

OH

Figura 1. Estructura quimica de un fenol."

2.3.1. Fenoles simples

Los fenoles simples como el catecol, guaiacol, floroglunisol, etc son poco

frecuentes en la naturaleza, a excepcién de los derivados quinénicos

hidroxilados presentes en aigunas familias (Roséceas, Ericéceas, etc.)

generalmente en forma de glucésido.�034

2.3.2. Acidos fenoles

Bajo este término se engloba a todos los compuestos orgénicos que tienen al

menos una funcién carboxilica y un grupo hidroxilo fenélico; sin embargo en la

préctica habitual esta denominacién queda reservada para derivados del écido

benzoico y del écido cinémico.�034

2.3.3. Flavonoides

Son compuestos fenélicos, responsables de la coloracién de }402oresy frutos_ por

lo tanto �034guiasde néctaf�031.Tienen como nL�0311c|eobésico al 2�024feniIben2opirona.

Farmacolégicamente son antioxidantes (por quelacién de metales), accién

antiespasmédica, antiin}402amatoria,anticoagulante indirecto de la sangre, accién

diurética, antiedematoso. hipocolesterolemiantezz

O 1
O

Figura 2. Estructura quimica del 2-fenilbenzopirona, nL'1cIeo bésico de los

flavonoides.�035

2.3.4. Taninos A

El término "tanino" fue introducido por Seguin en 1796 para designar a ciertas

sustancias presentes en extractos vegetales capaces de combinarse con las

proteinas de la piel, evitando su putrefaccién y convirtiéndola en cuero. Estas
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sustancias tienenvademés otras propiedades comunes, como las do dar reacién

con cloruro férrico, reducir el permanganato potasico y precipitar con gelatina.

Las dos primeras se}401alanya su carécter fenélico. Se distinguen desde la

antiguedad, en los vegetales superiores, dos grupos de taninos diferentes por su

origen biosintético: taninos hidrolizables y taninos condensados."

2.3.5. Quinonas , ,

Las quinonas naturales son un grupo de compuestos cuya coloracién puede ser

desde el amarillo pélido hasta casi negro. Se encuentran frecuentemente en la

corteza, en el corazén de la madera 0 de la raiz y en algunos casos en las hojas,

donde su color,esté.enmascarado por otros pigmentos Para un mejor estudio,

las quinonas se subdlviden en benzoquinonas, antraquinonas y quinonas

isoprenoides. Ellas ademas pueden contener diversos grupos funcionales,

anillos de furano o pirano, encontrarse como dimeros, ser parcialmente

red_ucidas como los antranolesyantronas, etc.�035 ~ - . . . .. ~

2.4. Radicales libres (RL) _ V �024 V

Los radicales libres son atomos 0 grupos de étomos que tienen on electron

desapareado, por lo que son muy reactivos, y tienen alta inestabilidad ya que

tienden a captar un electron de otros étomos con el }401nde alcanzar su estabilidad

electroquimica. Una vez que el radical Iibre ha conseguido sustraer el electron

que necesita, la molécula estable que lo pierde se convierte a su vez en un

radical Iibre por quedar con un electron desapareado, iniciéndose asiv una

reaccién en cadena, ésta condicién quimica los hace muy inestables; de vida

efimera; exlraordinariamente reactivo. Debido a que estas especies reactivas no

poseen receptores especificos, tienen una capacidad de agresion indiscriminada

sobre células y tejidos vivientes.�035 �030

Los principales RL que se originan son los derivados de la respiracién aerobia y

se �030denominanespecies reactivas de oxigeno (ROS), cuya principal fuente son

las mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, la membrana nuclear

citoplasmatica y del reticulo endoplésmico, lo cual puede conducir a rnutacién y

muerte celular." " ' �030 v

2.4.1. Formacién de los radicales libres * ' I ' '

a) Fuentes endégenas: Los radicales libres son elaboradosr continuamente

como un producto del metabolismo normal de cada célula e inactivados por un

conjunto de mecanismos (unos enziméticos y otros de atrapamiento). Al elevarse
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las concentraciones fisiolégicas de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

pueden acarrear importantes alteraciones funcionales.�035

b) Fuentes exégenas: Ios radicales libres se producen como respuesta a la

contaminacién ambiental, radiacién ionizante, luz ultravioleta, cienas drogas,

toxinas f}402ngicas,pesticidas o xenobiéticos, reactivos, solventes industriales,

componentes del tabaco, hiperoxia, algunas enfermedades como: diabetes,

procesos in}402amatorios,fenémenos de isquemia.�034

2.4.2. Especies reactivas del Oxigeno (ERO)

Las ERO son moléculas muy reactivas, tiene una vida media cona, por lo que

act}402ancercano al sitio que se forman. Su gran reactividad se debe a que poseen

electrones desapareados que les hace reaccionar con otras moléculas orgénicas

en procesos de éxido reduccién.2°' 27

Entre las ROS se encuentran:

Anién superéxido (02�030),se forma partir de la captacién de un electrén por una

molécula de oxigeno.�035

O2+e�030-�024----�024-->02�030

Peréxido de hidrégeno (H202), se forma cuando el radical Iibre superdxido

capta dos protones.�034

202 + 2H�030�024-�024�024�024~>O2+ H202

Radical hidroxilo (OH'), es la ROS mas potente. puede da}401ara casi todas las

moléculas que se encuentran en las células vivas, inicia una cadena de

reacciones, aparece cuando el peréxido de hidrégeno se une al super6xido.�0315

O2'+ H202 ----�024�024-�024>O2+ H20 + H0�030

Oxigeno singlete ('02), especie quimica ubicua que puede ser formado por

absorcién directa de radiacién, por fotélisis (destruccién por accién de la luz) del

ozono en aire contaminado�031,por irradiacién de 02' 0 secundariamente a la

�030 excitacién del éxido de nitrégeno, Iuego de la energia radiante.�035

2.5. Da}401ocelular producida por las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

a) Lipidos: Se produce un mayor da}401o,ya que afecta Ia estructura de écidos

grasos poliinsaturados, alterando Ia permeabilidad celular, produciendo edema y

muerte celular. Este da}401opuede desencadenarse por el oxigeno, el peréxido de

hidrégeno y el radical hidroxilo que es el mas da}401ino,una vez que se inicia este

proceso toma forma de cascada, con produccién de radicales libres que son los

responsables de los efectos citotéxicos.�035
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b) Proteinas: Hay oxidacién de aminoécidos como fenilalanina, tirosina,

histidina, metionina, estos son susceptibles al da}401odel radical hidroxilo y como

resultado }401nalpuede producir lisis celular?�030

c) Acido desoxirribonucleico (ADN): Los radicales OH y 02' causan cambios

conformacionales, alteracién de bases, ruptura de una de las dobles cadenas y

pérdida de nucleétidos, presentando una mutacién antes de la replicacién. Estos

radicales pueden atacar tanto purinas como pirimidinas.�035 -

2.6. Estrés oxidativo '

La exposicién de la materia viva a diversas fuentes producen una ruptura del

equilibrio que debe existir entre las sustancias 0 factores prooxidantes y los

mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya

sea por un dé}401citde estas defensas o por un incremento exagerado de la

produccién de especies reactivas del oxigeno.�035

El estrés oxidativo es un estado de la célula, en la cual se encuentra alterada Ia

homeostasis éxido�024reduccién(balance entre prooxidantes y antioxidantes)

intracelular que re}401neIesiones de muchos tipos de procesos de enfermedad.

Esta alteracién se produce a causa de una excesiva produccién de especies

reactivas de oxigeno (ROS), conduciendo a da}401ocelular."

2.7. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que retardan el comienzo o disminuyen la

velocidad de oxidacién de los materiales oxidables. Bajo condiciones fisiolégicas,

el organismo puede prevenir el da}401oproducido por las especies oxidantes. a

través de mecanismos de proteccién que incluye elevar los niveles intracelulares

de defensas antioxidantes.�035 '

2.7.1. Antioxidantes endégenos

Son los sistemas antioxidantes que se producen dentro del organismo para

combatir la accién de los radicales libres, Se clasifican en enziméticos

(superoxido dismutasa, glutatién peroxidasa, catalasa) y no enziméticos

(glutatién, melatonina, estégenos, écido L'xrico, albumina) 26-�034

2.7.2. Antioxidantes exégenos V

Utiles cuando el sistema endégeno se satura, cap}401uranlos radicales libres

evitando Ia reaccién en cadena, este proceso se qbtiene mediante la dieta.

Dentro de estos antioxidantes encontramos a la vitamina C, vitamina E,

carotenoides y compuestos fené|icos.25
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2.8. Mecanismo antioxidante de los compuestos fenélicos

La actividad antioxidante de los compuestos fené|icos_ esté relacionada con su

estructura quimica, debido a la presencia de grupos hidroxilo y a su estructura

�031 aromética. Los compuestos fenélicos_ act}402ancomo donadores de hidrégeno o

electrones, al ceder un electrén a| radical Iibre, la molécula se queda con un

electrén desapareado, que se estabiliza gracias a la deslocalizacién de los

dobles enlaces, actlian como agentes reductores que evitan Ia reaccién oxidante

atrapando a las ROS antes que causen da}401o.Actuan también como

prooxidantes, quelando metales de manera que mantienen o incrementan su

actividad catalltica o bien reduciendo metales.�034

OH . o' o o

L O° LOOH Hc�030

�030L40 \ I 0 I _l
CH

Figura 3. Mecanismo antioxidante de los compuestos fenélicos.�034

2.9. La inflamacién

La in}402amaciénes fundamentalmente una respuesta de carécter protector cuyo

objetivo }401nales librar al organismo de la causa inicial de la lesién celular (por

ejemplo; los microorganismos patégenos y las toxinas) y de las consecuencias

de la misma (por ejemplo; las células y restos tisulares necréticos). Si no

existiera el proceso de in}402amacién;las infecciones se propagarian de forma

incontrolada. las heridas no se curarian nunca y los érganos Iesionados

presentarian lesiones supurativas de forma permanente.2

2.9.1. Signos clinicos de la inflamacién

Fue Celsius, un escritor romano del siglo I después de Cristo, el primero que

descubrié los cuatro signos cardinales de la in}402amacién:rubor (enrojecimiento),

tumor, calor, y dolor. Posterionnente Virchow a}401adiéel quinto signo clinicoz

pérdida de la funcién.

El dolor, es producido por muchos estimulos, que se clasi}401canen mecanismos

térmicos y quimicos, los cuales son captados por terminaciones libres. El tumor,

es debido a la exudacién en el foco in}402amatorioy acumulo de elementos

_ uniformes, proceso que tiene como base un aumento de la permeabilidad

capilar. El rubor y calor, es debido a la hiperemia (aumento de la

vascularizacién). Y Ia alteracién funcional, se da como consecuencia de la

tumefaccién y del dolor. 2
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2.9.2. Pasos del proceso in}402amatorio

Inicia con la dilalaclén de los capilares, arteriolas locales, esto produce un

exceso de }402ujosanguine-o local, ademés la vasodilatacién es provocada por

numerosas mediadores quimicos producidos por la célula del tejido circundante

entre ellos: Ia histamina, cierlas prostaglandinas (PGE2, PGl2, PGE,) y el factor

activador de plaquetas. Otro fenémeno que ocurre es el aumento de la

permeabilidad de las paredes de las vénulas poscapilares locales, lo que

favorece al paso de un volumen de liquido a los espacios inlersticiales. Al

intersticio ingresan grandes cantidades de agua, }401brinégeno,inmunoglobulinas.

El paso de proteinas aumenta la presién oncética y la salida de agua lo que

cllnicamente provoca el edema que se Iocaliza en el area de la lesion y el

aumento de la permeabilidad vascular se favorece por accién principalmente de

la histamina y las prostaglandinas PGE�0242y PGI�0241.3�030

2.9.3. Tipos de in}402amacién

o lnflamacién aguda.- Es de duracién corta, se inicia muy répidamente, se

caracteriza por el exudado de }402uidoplasmético y se produce Ia acumulacién

de neulréfilos, hay vasodilatacién y aumento de la permeabilidad capilar.�035

- In}402amaciéncr6nica.- Sucede cuando el eslimulo in}402amatorioes persistente

lo que puede ocasionar destrucclén del tejido o perdida de la funcién del

érgano afectado. El infiltrado dé las células inmunes tipico de la inflamacién

crénica eslé compuesto porvmacréfagos, linfocitos y células plasméticas.�035

2.10. Antiinflamatorios no esteroicleos (AINES)

Los férmacos antiinflamatorios, analgésicos y antipirélicos de esta categoria

incluyen muy diversos compuestos que casi nunca tienen relacién quimica

alguna (aunque casi todos sori écidos orgénicos). pero que comparten algunas

actividades terapéuticas y efectos colaterales. El compuesto proto}401picoseria el

écido acetilsalicilico (aspirina) y en algunos se}401alamientosse Ies conoce como

"férmacos similares a aspirlrIa", hero el nombre més usado es el de

antiinflamatorios no esteroidecs (NSAlD).�034

2.10.1. Mecanismo general de accién

Los principales efectos terapéuticos y muchas de las reacciones adversas de los

AINE pueden explicarse por su efecto inhibidor de la actividad de las

ciclooxigenasas, enzimas que convierten el écido araquidénico que se encuentra

en las membranes celulares en endoperéxidos ciclicos inestables, Ios cuales se

lransforman en proslaglandinas (PG) y tromboxanos. Algunos de estos
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eicosanoides participan, en grado diverso, en los mecanismos patégenos de la

inflamacién, el dolor y la fiebre, por lo que la inhibicién de su sintesis por los

AINE seria responsable de su actividad terapéutica, aunque, dada su

participacién en detenninados procesos fisiolégicos, dicha inhibicién seria

también responsable de diversas reacciones adversas caracteristicas de estos

férrnacos. Es preciso destacar que los eicosanoides son solo una pane de los

mediadores celulares involucrados en la modulacion de una determinada funcion

o proceso patolégioo y que los AINE no inhiben el conjunto de la cascada

biosintética que tiene su origen en el a'cido araquidénioo (p. ej., no afectan la

actividad enzimética de las lipoxigenasas que originan Ieucotrienos y HPETE, ni

otras vias no enziméticas que dan Iugar a los isoprostanos). Se comprende asi la

Iimitacién que poseen estos férmaoos en el control de procesos caracterizados

por la intervencién de numerosos mediadores.

El descubrimiento de la existencia de, al menos, dos isoformas de la

ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2), con Iocalizaciones y funciones diferentes, ha

abieno nuevas perspectivas terapéuticas mediante el dise}401ode AINE que

afeden selectivamente una u otra isoforma. COX-1 tiene caracteristicas de

enzima constitutiva, y su actividad tiene que ver con la participacién de las PG y

tromboxanos en el control de funciones fisiologicas. En cambio, Ia COX-2 tiene

caracleristicas de enzima inducible, en detenninadas células, bajo circunstancias

patolégicas (p. ej., en macréfagos, monocitos, oélulas endoteliales y sinoviales

en el curso de un proceso inflamatorio) por el concurso de diversas citocinas y

mediadores de la inflamacién.�034

. E?�034°"°�034�031?�0309�030?'° "?�254"'P'_�034'1°,

Fosfolipasa A, �024»1 5 Nabumeu}401

re . ' ._ \ Meloxicam

Gc ( Acudo araquldonlc/D �030- �024�024

 / Endotoxinas

I » Citocinas

e ,@/\�034.�031?"°3°"°,�030/

@ \% 9
f_@_Antiin}402amaturio;\if

\ no eslernideos

Estdmago. intestino. X"J E7£§:,3Z,ig":§m°°i°":

ri}401ony plaquetas - Sinoviocilos

Figura 4. Representacién esquemética de la accién de los AINE, glucocorticoides

(GC) e inductores de la expresién sobre la COX-1 y COX-2.3�030
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2.11. Diclofenaco �030

2.11.1. Descripcién

El diclofenaco posee actividades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias. Es

un inhibidor de la oiclooxigenasa y su potencia es sustancialmente mayor que la

de la indometacina, el naproxeno y otros medicamentos. Ademés disminuye las

concentraciones intracelulares de a'cido araquidénico Iibre, en leucocitos, tal vez

al modificar Ia Iiberacién o captacién de dicho écido graso.�035 '

Cl

Ex  
CI

OH

<3�034?
Figura 5. Estructura molecular del diclofenaco.�034 "
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III. MATERIALES Y Méronos

3.1. Ubicacién

El presente trabajo de investigacién se llevé a cabo en los laboratories de

Farmacognosia y Farmacologia de la Escuela de Formacién Profesional de

Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga, Regién Ayacucho, Perl].

3.2. Poblacién y muestra

3.2.1. Poblacién

Hojas de Rumex crispus L. �034romaza"que crecen en el distrito de Chuschi,

provincia de Cangallo, Regién Ayacucho.

3.2.2. Muestra .

Un Kg de hojas secas de Rumex crispus L. "romaza"

3.2.3. Tipo de muestreo: Por conveniencia, no probabilistico.

3.3. Animales de experimentacién

25 ratas albinas de la cepa Holtzman de pesos entre 180 a 200 g, en buen

estado de salud, adquiridos del Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia �024Lima. (Anexo 2)

3.4. Dise}401ometodolégico para la recoleccién de datos

3.4.1. Recoleccién de la muestra

El procedimiento para la recoleccién, seleccién y secado de las muestras se

realizé de acuerdo a los procedimientos establecidos por Villar del Fresno.�034Se

seleccioné las hojas intactas (Anexo 4); se lavé con abundante agua y se sect�031)a

la sombra, en una habitacién ventilada, sobre papel periédico, aproximadamente

por una semana, después se trituré con un molino.

3.4.2. Preparacién del extracto etanélico de las hojas de Rumex crispus L

�034romaza"

Un Kg de muestra seca y molida se maceré en frascos de color émbar por un

periodo de una semana en 9 litres de alcohol de 96° cuyo volumen cubrié la
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muestra. Durante el proceso se agité mecénicamente el frasco, para que el

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

}401ltrar.concentrar en un rotavapor y Iuego en una estufa a 40°C, hasta obtener un

extracto de consistencia blanda. (Anexo 5) .

3.4.3. Ensayo fitoquimico cualitativo -

La identi}401caciencualitativa de los principales grupos de metabolites secundarios

se realize mediante ensayos de celoracién y precipitacién, siguiendo Ies

procedimientos de Miranda y Cuellar.�035(Anexo 6) .

3.4.4. Extraccién de compuestos fenélicos v

El extracto etanélice seco se recenstituyé con agua destilada y se trate con 300

ml de éter de petréleo con la }401nalidadde eliminar grasas, ceras, pigmentos y

otros metabolites que puedan interferir con la extraccien de los compuestos

fenélicos. La extraccien liquido-liquido se realize con 300 ml de acetate de etilo

en un embudo de separacién, para recuperar finalmente Ia fraccién de acetate

de etilo donde se encuentra Ios compuestos fen6licos.�034 V

3.4.5. Identificacién de compuestos fenélices

Pruebas cualitativas

o Reactive de cloruro férrico: Se a}401adieunas gotas de cloruro férrico sobre la

fraccien de acetate de etilo.�035

- Shinoda.�034

o Borntri-iger. 35 (Anexo 7)

Cromatografia en capa }401na(CCF) V

Sistema cromatografice:

- Fase estacionaria: Placa crematogré}401ca20 x 20 conteniende Silicagel G 254 �030

(Merck)

- Fase mévil: Butanel: Acido acético: Agua (4:1:5)

- Volumen de inyeccién: 20 pl -

o Revelador: Luz ultravioleta_ cloruro férrico, hidrexido de petasio y DPPH

La fraccien de acetate de etilo se diselvié en 1 ml de metanol y mediante un

capilar de vidrio se aplice en la parte inferior de la placa cromategré}401ca

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

cémara teniendo cuidado que el solvente butanol: écide acético: agua (4:1:5)�035

no sobrepase a la muestra aplicada y dejando que el liquido ascienda per

capilaridad. Posteriormente se procedié sacar a la placa cremategré}401ca,
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teniendo en cuenta que el solvente haya llegado hasta los 2 cm de la pane

superior de la placa, se dejé secar la placa de CCF al aire Iibre y se observé en

la lémpara UV CAMAG (Anexo 8), }402nalmentese revelé con cloruro férrico al 5%,

hidréxido de potasio al 5% y DPPH; y se observé la presencia de manchas

(Anexo 9)

3.4.6 Aislamiento de los compuestos fenélicos

Se realizé por cromatografia en capa }401naa escala preparativa. para el cual se

siguié el:

Sistema cromatogréfico:

- Fase estacionaria: Placa cromatogré}401ca20 x 5 conteniendo Silicagel G 254

(Merck)

o Fase mévil: Butanel: écido acético: agua (4:1:5)

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

propésito de aislar Ios compuestos fenélicos, Ios cuales se evidenciaron en la luz

ultravioleta. Estas bandas fueron recuperadas, disueltas en metanol y }401ltradas;

obteniéndose 5 bandas.

Pruebas espectrales

_ Las bandas obtenidas fueron leidas en el espectrofotémetro ultravioleta

GENESYS 6, en el rango de 200 a 400 nm, registréndose Ios méximos picos de

absorcién para su posterior identi}401cacién.

3.5. Determinacién de la Actividad Antioxidante

�031 A Método: Actividad Secuestradora del Radical DPPH

Fundamento: El radical Iibre y estable DPPH, es una sustancia que mide la

capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad antioxidativa. Se

caracteriza como un radical Iibre estable en vinud de la deslocalizacién del

electrén Iibre en toda la molécula, de manera que las moléculas no dimerisen,

como en el caso de la mayoria de otros radicales libres. La deslocalizacién

también da Iugar a un color violeta oscuro, que se caracteriza por una banda de

absorcién en solucién de etanol a aproximadamente 520 nm. Cuando una

solucién de DPPH se mezcla con la de una sustancia que puede donar un étomo

de hidrégeno, entonces esto da Iugar a la forma reducida con la pérdida de este

color violeta. 37
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Figura 6. Reaccién de la forma reducida del DPPH." '

Procedimiento:

Para el ensayo se utilizé Io siguiente:

- Una solucién metanélica de DPPH de 20 mgll.

- Una solucién metanélica del extracto a una concentracién de 300 pg/ml

(solucién A).

-' Una �031solucién blanco de metanol: agua (2:1) para ajustar el

espectrofofémetro a cero.

- Un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra (solucién A) mas 1,5 ml de

metanol. '

- Un patrén de referencia con 1,5 ml de DPPH més 0,75 ml de agua destilada.

- La muestra. con 0,75 ml de solucién A y 1.5 ml de DPPH obteniéndose una

soluclén final de 100 pg/ml. �030

- lnmedialamente se dejé a temperatura ambiente por 5 minutos y se realizé

la Ieclura de la absorbancia a 517 nm en el espectrofotémetro.

- Se 3diluy6 Ia solucién A (2) con metanol en una proporcién de 1:1 para

obtener una solucién }401nalde 50 pg/ml (solucién B) y Iuego en una

proporcién de 1:9, para obtener una concentracién }401nalde 10 pg/ml

(solucién C). ,

0 Con la solucién B y C se procedié igual que el anterior.

- Para la comparacién, el esténdar Vitamina C y Quercetina, se preparé

siguiendo el mismo procedlmiento que conlleva a Iograr concentraciones de

100 pglml, 50 pglml y 10 uglml.

Para Ios célculos del porcentaje de actividad antioxidante se empleé la siguiente

férmula: �030 ' �030

Ac �024�024(Am �024Ab) " '

AA% =TX 100 ,
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Donde:

AA%: Porcentaje de actividad antioxidante.

Ac: Absorbancia del DPPH.

Am: Absorbancia de la muestra.

Ab: Absorbancia del blanco.

3.6. Detenninacién de la actividad antiinflamatoria

Método del edema plantar inducida por carragenina

Fundamento: Consiste en la administracién subcuténea de una pseudosolucién

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

aponeurosis plantar de la rata, provocando una reaccién de carécter in}402amatorio

agudo mediado por la liberacion de diversos autacoides generando edema,

eritema, dolor�035

Procedimiento:

- Preparacién de la muestra: Se diluyé 2 g de los compuestos fenélicos en

100 ml de carboximetilcelulosa al 0.1%, obteniéndose una concenlracién del

2%.

- Preparacién de carragenina: La suspension de carragenina al 1%

(Laboratorios SIGMA), fue preparado por disolucién de 1 g de carragenina

en 100 ml de carboximetilcelulosa al 01%.

- Preparacién de estandar: Se diluyé tres tabletas de diclofenaco (150 mg) en

50 ml de carboximetilcelulosa al 0.1%.

o Las 25 ratas fueron divididos en 5 gruposr primer grupo (blanco), segundo

grupo (esténdar), tercer grupo, cuarto grupo y quinto grupo (compuestos

fenolicos), Ios cuales estuvieron en ayunas previo al experimento.

- Cada rata fue marcada con plumén marcador.

0 La administracién de la muestra problema y el esténdar fue por via oral a

través de una sonda adaptada por un medidor de volumen.

o A todos los grupos se le administré 0,1 ml de carragenina, después de 30

minutos de administrar la muestra y el esténdar en el tejido subplantar de la

pata posterior derecha de la rata.

- La medicion del volumen de la pata se realizé utilizando un pletismémetro

desde el tiempo cero y cada 60 minutos hasta 5 horas.

Técnicas de mediciénz

- Preparar el pletismémelro manual.

- Enrazar con agua a la altura de la marca de la jeringa.
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- Sumergir |a pata in}402amadaen la jeringa hasta coincidir con la marca de la

pata y la jeringa superior.

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

E! célculo del porcentaje de inflamacién se realizé con la siguiente férmula:

% de in}402amacién=w x 100
V0

Dénde:

VT = Volumen de la pata in}402amadaen un tiempo "x"

V0 = Volumen de la pata normal.

Dise}401oexperimental

Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en 5 grupos de 5 ratas, y

tratados via oral de la siguiente manera:

- Grupo I: Control 0 Blanco, al cual se le administré carboximetilcelulosa al

0,1% y 30 minutos después se inyecté carragenina (0,1 ml) al 1%.

- Grupo ll: Esténdar, al cual se Ie administré diclofenaco 20 mg/kg y 30

minutos después se inyecté 0,1 ml de carragenina al 1%.

o Grupo III, IV, V: Se administré 50 mg/kg, 100 mg/kg y 200 mg/kg de los

compuestos fenélicos en carboximetilcelulosa al 0.1% y 30 minutos después

se Ies inyecté 0,1 ml de carragenina al 1%.

3.7 Anélisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante se representaron en forma de gré}401cos

�030 en funcién de las medias. Las diferencias entre las medias fueron contrastadas

mediante el Anélisis de Varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 95%

(p<0,05).

Los resultados obtenidos de la actividad antiin}402amatoriase representaron

mediante gré}401cosy cuadros, para ello se hallé el érea bajo Ia curva (ABC) del

volumen en funcién al tiempo, utilizando el programa SIMFIT. Con Ios valores del

ABC (volumenltiempo), se hallé la media de cada uno de los tratamientos y se

representé en forma de gréficos de barras de error. Las diferencias entre las

medias se evaluaron mediante el ANOVA. Ademés se hicieron las pruebas de

Tukey, Dunnet y Duncan.

20



IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Metabolites secundarios presentes en el extracto etanélico de las hojas

de Rumex cn'spus L. �034romaza�035.Ayacucho �0242013.

Metabolito .,
secundario Ensayo Resultado Observacuon

Catequinas Cmequina +++ 3:2/Ioracuon verde carmelita a la luz

Fenoles y Cloruro .,
taninos férrico 4 ++ Coloracuon verde oscuro

Flavonoides Shinoda ++ Fase amilica de color naranja

Quinonas Borntrager +++ Fase amoniacal de color rojo

Lactonas y/0 Baljet ++ Precipitado rojo
cumannas

Triterpenos y/o Liebennann�024 ..
estemides Burchard ++ Coloraclon verde oscura

Saponinas Espuma +++ Fprmacién de espuma

Dragendorff +

Alcaloides Wagner + Hay opalescencia

Mayer +

(+): Escaso (++): Regular (+++): Abundante
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Tabla 3. Caracteristicas de las reacciones quimicas de la fraccién de acetato de

etilo que contiene los compuestos fenélicos aislados de las hojas de Rumex

crispus L. �034romaza".Ayacucho �0242013.

Ensayo Resultado Caracteristicas

Cloruro férrico 5% +++ Verde oscuro

Shinoda ++ Naranja

Borntréger +++ Rojo

(+): Escasn. (H): regular. (+++): abundante
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Tabla 4. Caracteristicas cromatogréficas de los compuestos fenélicos aislados

de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza"y de los esténdares de referencia.

Ayacucho - 2013. �031

Revelador

Fraccién 

Fluorescencia FeC|3 K(OH) DPPH

melén marrén anaranjado amarillo

verde fluorescente ve rde amarillo amarillo

Acetate de etilo verde oscuro marrén amarillo amarillo

naranja amarillo rojo amarillo

marrén verde amarillo amarillo

Quercetina amarillo amarillo amarillo amarillo

/\cido clorogénico celeste amarillo amarillo amarillo

': 
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Figura 7. Espectros de absorcién UV-VIS de los compuestos fenélicos

(Fracciones 1, 2 y 3) aislados de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza�035.

Ayacucho - 2013.
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por accién de los compuesios fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus
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v. DISCUSION

La identi}401caciéncualitativa de los principales grupos de metabolites secundarios

del extracto etanélico de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza",se desarrollo

segun la técnica de Miranda y Cuellar�034,permitiéndonos observar la presencia

del grupo de compuestos fenélicos en general, valorandose su presencia como

abundante (Tabla 2 y Anexo 6).

En las caracteristicas de las reacciones quimicas de la fraccion de acetato de

etilo que contiene los compuestos fenélicos (Tabla 3 y Anexo 8) fueron

diferenciadas por las pruebas de cloruro férrico al 5%, Shinoda y Borntrager. En

la prueba quimica con FeCl3 al 5% se produjo un color verde oscuro,

identi}401candosepresencia de compuestos fenélicos en abundante concentracién.

En la prueba con Shinoda la fase amilica se colorea de naranja, lo cual indica la

presencia de }402avonoidesen regular cantidad. En la prueba con Borntrager la

fase superior se colorea de rojo. lo que indica la presencia de quinonas en

abundante concentracion, especialmente de las antraquinonas libres.�035

En la Tabla 4 y Anexo 9, se observa la presencia de fluorescencia de color

melon, verde }402uorescente,verde oscuro, naranja y marron a la luz del especlro

ullravioleta, indica que se trata de compuestos fenolicos. Cuando se revela a la

misma placa con cloruro férrico al 5%, hidroxido de potaslo al 5% y DPPH

(Anexo 10), se observan manchas de color marrén. verde, amarillo y rojo

respeclivamente a la luz visible. En caso de la parte revelada con cloruro férrico

se observan manchas de color marron, verde y amarillo; dichas manchas indican

la presencia de fenoles. En la parte revelada con hidroxido de potaslo al 5% se

observan manchas de color rojo, amarillo; dicho color de manchas indican la

presencia de antronas y antraquinonas.�034

Las Figuras 7 y 8, mueslran los cromatogramas de los espectros UV obtenidos

para cada una de las bandas aisladas de los cromatofolios (Anexo 11). Dichos

cromatogramas muestran las 5 bandas (F1, F2, F3, F4 y F5). Las fracciones F1 y
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F2, de acuerdo con las iecturas realizadas, muestran picos maximos de

absorcién en el rango de 206 a 207 nm. Si bien la extraccién liquido �024liquido

con acetato de etilo es una técnica empleada para la extraccién de compuestos

fenélicos en general, los compuestos aislados en este estudio corresponderian a

dicho grupo de compuestos por dar positive a la reaccién de FeCI3 5% (Anexo

8). pero no corresponderian a }402avonoidespor los resultados espectrales

hallados puesto que se sabe que los espectros de absorcién UV-VIS de los

}402avonoidestipicamente consisten de dos méximos de absorcién en los rangos

240-285 nm y 350-550 nm.�034.La fraccién 3 (F3) muestra picos méximos de

absorcién en el rango de 207 y 353 nm. este segundo pico entonces

corresponderia a un compuesto fenélico del tipo }402avonoide,ya que se mencioné

que el rango de los flavonoides va desde 350-550nm.Y seg}402nIos valores que se

mencionan en el Iibro de Lock de Ugaz, Ia F3 corresponderia a los }402avonolesya

que su rango va desde 350 a 385 nm. En las fracciones F4 y F5 también se

observan picos méximos de absorcién a 207 y 206 nm respectivamente. 2�035

En primera instancia se ha desarrollado el ensayo de la actividad antioxidante in

vitro de los compuestos fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus L.

�034romaza",en vista de que es muy ampliamente conocido que los radicales libres

juegan un papel muy importante en los procesos in}402amatorios.En este sentido,

Ia actividad antioxidante se determiné midiendo la reduccién del radical Iibre

DPPH.

En la Figura 9, podemos apreciar gréficamente el porcentaje de actividad

secuestradora del radical Iibre DPPH in vitro por accién de los compuestos

fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. Es evidente el alto

porcentaje de actividad antioxidante de dichos compuestos de manera

concentracién dependiente, inciuso comparables con las sustancias de

referencia quercetina y écido ascérbico, cuya naturaleza quimica y per}401l

antioxidante son conocidos ampliamente. La actividad captadora de los

compuestos de prueba y los esténdares se expresé en iérminos de la

concentracién necesaria para disminuir la absorcién inicial de DPPH en 50%

(I650). siendo que a las concentraciones de 50 y 100 pg/ml de compuestos

fenélicos se Iogré 94,6 y 96.46% de actividad, respectivamente, muy similar a las

mismas concentraciones de quercetina con 96,7 y 97,10 %, respectivamente,

inciuso frente al écido ascérbico con 97,6 y 98,6%. Los compuestos fenélicos a

una concentracién de 10 pg/ml, a su vez, mostraron un porcentaje de actividad
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antioxidante relativamente imponante con 68,6%. Esta prueba preliminar de la

actividad antioxidante in vitro realizada nos orienta en cierta medida para

ensayos experimentales in vivo posteriores.

La bibliografia recoge diversas referencias sobre la actividad de sustancias

fenélicas, principalmente }402avonoides,dentro de las que destaca la actividad

antiinflamatoria. Los compuestos bioactivos derivados de plantas pueden ejercer

sus efectos ya sea por el incremento de enzimas antioxidantes, disminucién de

peréxidos Iipidicos y/o modulacién de vias que conlleven al da}401ocelular, entre

otros. En base a evidencias que respaldan lo anterior, se busca alternativas a los

antiin}402amatoriosno esteroideos (AlNEs), debido a que éstos presentan efectos

secundarios da}401inospara el tejido.�035Se entiende por tanto que el interés en el

desarrollo de nuevas drogas antiin}402amatoriasa partir de este tipo de compuestos

radica en su alto margen de seguridad y en la ausencia de efectos

ulcerogénicos. Ademés, Ios A|NEs presentan propiedades antiin}402amatoriasy

analgésicas asociadas, mientras que los }402avonoidesposeen sélo actividad

antiin}402amatoriapor inhibicién de la peroxidacién del a'cido araquidénico. Inhiben

la catecol O-metiltransferasa (COMT) y por consiguiente Ia duracién de la accién

de las catecolaminas (contraccién de los vasos, elevacién de la resistencia

vascular) se encuentra prolongada; estimulan la prolinahidroxilasa, favorecen Ia

solidez del colégeno y tienen actividad antielastasa/�031°

La accién captadora de radicales libres generados en los procesos in}402amatorios,

se considera uno de los tantos mecanismos de accién mediante Ios cuales una

sustancia puede ejercer un efecto antiinflamatoria.�034La in}402amaciénes

considerada una resultante de la interaccién de células y otros factores

presentes en los tejidos en respuesta a una injuria externa, produciéndose

especies reactivas del oxigeno (EROS) en respuesta a los agentes

potencialmente da}401inos,donde normalmente estas EROs son efectivamente

detoxi}401cadaspor la presencia de sustancias antioxidantes, de una manera

simple, el estrés oxidativo resulta de un desbalance entre la produccién de EROs

y la capacidad intrinseca de su captura. Entre Ios posibles mecanismos

subyacentes de éste desbalance esté el inadecuado metabolismo del écido

araquidénico (AA), el cual via la enzima ciclooxigenasa (COX) genera

mediadores pro�024inf|amatoriossindicados para la mayoria de eritemas causado

durante la in}402amaciénaguda.�035
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Nuestro estudio con}401rmaIo hallado en un estudio de la actividad antioxidante

donde se empleé el extracto etéreo, acuoso y etanélico de hojas y semillas de

Rumex crispus L. En este estudio Ia actividad en mencién fue concentracién

dependiente (50-150 microgramos) sobre el DPPH, donde el extracto acuoso de

las hojas y semillas mostré Ia actividad antioxidante més alta. De todos los

extractos, Ia mayor cantidad de compuestos fenélicos totales se encontré en el

extracto etanélico de las semillas. mientras que la cantidad més baja se encontré

en el extracto etéreo de las semillas. La mayor actividad se observé con el

extracto etanélico de las semillas. A 400 pg de extracto acuoso y etanélico de las

semillas Ia actividad de antioxidante fue de 85 y 90%, respectivamente.�035

Se ensayaron extractos butanélicos y de acetato de etilo mostrando un efecto

notable frente al DPPH, en comparacién con el écido ascérbico.7

En segunda inslancia_ se evalué Ia actividad antiin}402amatoriain vivo de los

compuestos fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. "romaza".

El edema de la pata trasera inducida por carragenina es un modelo experimental

esténdar de inflamacién aguda, donde Ia carragenina es el agente }402ogistico

elegido para ensayar agentes antiinflamatorios, ademés de ser antigénico. El

modelo exhibe un alto grado de reproducibilidad.�035

Diversos trabajos previos describen ampliamente Ia actividad antiin}402amatoriade

compuestos fenélicos. Nuestros resultados obtenidos rati}401candichos

antecedentes ya que se observé que los compuestos fenélicos aislados de las

hojas de Rumex crispus L. son activos en el edema plantar inducido por

carragenina al inhibir Ia in}402amacién,incluso, de manera signi}401cativa.

En la Figura 10, se muestra Ia variacién del volumen del efecto antiinfamatorio

de los tratamientos expresado como volumen de agua desplazado en funcién del

tiempo. Se puede ver cémo el proceso in}402amatorioprogresa

}401siopatolégicamentenormal en el grupo de animales sin tratamiento (grupo

blanco), hasta un volumen méximo a las tres horas de administrada Ia

carragenina. En este momento. la formacién del edema es principalmente debido

a la Iiberacién de metabolites del écido araquidénico por el efecto de la COX.

En contraste, el férmaco de referencia, diclofenaco, cuyo mecanismo de accién y

e}401caciaantiin}402amatoriason conocidos, ejerce una accién inhibitoria imporlante

del edema plantar inducido. A su vez, Ios tratamientos con los cpmpuestos

fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. muestran también una

accién antiin}402amatoriaimportante dado que las cuwas se ubican por debajo de
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Ia curva descrita por el grupo blanco donde, ademés, se puede apreciar que la

dosis de 200 mg/kg se encuentra précticamente superpuesta con la curva

descrita por el esténdar diclofenaco. Es evidente que los compuestos de

naturaleza fenélica aislados de las hojas de Rumex crispus L. ejercen efecto

antiin}402amatoriopor inhibicién de la Iiberacién de agentes proin}402amatorios,

responsables de la formacién de edema.

Calculando el érea bajo Ia curva (ABC volumen/tiempo) de cada curva descrita

por los tratamientos y Iuego observéndolas en forma gré}401ca(Figura 11), se

aprecia, en concordancia con la Figura 10, que el grupo blanco posee mayor

érea (9,0900 ml/t), lo cual es légico debido a que este grupo sélo recibié vehiculo

como tratamiento y el proceso in}402amatorioprogresa fisiopatolégicamente normal

con desplazamiento de voltimenes mayores de agua. En contraste, el ABC del

esténdar (6,7800 ml/h) es el menor dado que actua e}401cazmenteinhibiendo Ia

in}402amaciéncon desplazamiento minoritario de agua en el pletismémetro. Los

valores de las ABC de los tratamientos con compuestos fenélicos a 50 mg/kg

(7,9700 ml/h), 100 mg/kg (7,580O ml/h) y 200 mg/kg (6,8800 mllh), se encuentran

comprendidos entre las ABC del grupo blanco y del esténdar Io cual indica més

claramente que Rumex cn'spus L. posee compuestos fenélicos con actividad

antiin}402amatoria.

El anélisis de varianza (ANOVA) de todas las ABC calculadas nos indica que

existe diferencia estadistica signi}401cativaentre ellas (p<0,05), es decir, que al

menos una ABC de un grupo experimental se diferencia de las dema's (Anexo

21). En efecto, Iuego de realizar Ia prueba de comparaciones multiples de HSD

de Tukey (Anexo 22), se puede ver grupos homogéneos donde el ABC del grupo

blanco se diferencia de las demés y que el ABC del tratamiento a una dosis de

200 mg/kg es estadisticamente similar al ABC del esténdar diclofenaco (p=0,9).

Del mismo modo, el ABC del tratamiento con una dosis de 50 mg/kg es

estadisticamente similar al ABC del tratamiento a una dosis de 100 mg/kg. La

prueba de Dunnett (Anexo 23) empleada para comparar todos los tratamientos

. frente al esténdar diclofenaco con}401rmala similitud estadistica entre el ABC del

tratamiento a una dosis de 200 mg/kg y el ABC del esténdar diclofenaco (p=0.9).

Si prescindimos del grupo esténdar, la prueba de Duncan (Anexo 24), al

comparar las ABC de sélo Ios tratamientos con los compuestos fenélicos

aislados de Rumex crispus L., pone en evidencia que el ABC de la dosis de 200

mg/kg es estadisticamente diferente de las otras, donde ademés podemos
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apreciar que las ABC de la dosis de 50 mg/kg es estadisticamente similar al ABC

del tratamiento a la dosis de 100 mg/kg.
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Vl. CONCLUSIONES

1. Los compuestos fenélicos de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza"tienen

actividad antioxidante in vitro y antiinflamatoria in vivo,

2.�024E|extracto etanélico de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza"presenta

metabolites secundarios como son: catequinas, fenoles y taninos, }402avonoides,

quinonas, lactonas, triterpenos, saponinas y alcaloides.

3. Se aislé los compuestos fenélicos de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza",

los mismos que espectralmente corresponden a fenoles, }402avonoides,catequinas

o quinonas.

4. Los compuestos fenélicos de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza"a las

concentraciones de 50 y 100 pg/ml muestran mayor porcentaje de actividad

antioxidante que es similar a la quercetina y vitamina C.

5. Los compuestos fenélicos de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza�035a una

dosis de 200 mg/kg muestran la mejor actividad antiin}402amatoriaestadlsticamente

similar al diclofenaco.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Continuar con los estudios espectroscépicos para elucidar las estructuras

moleculares de los compuestos fenélicos de Rumex crispus L.

2. Continuar con los estudios de la actividad antioxidante in vivo de los

compuestos fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza�035.

3. Realizar estudios de toxicidad aguda y crénica de los compuestos fenélicos

aislados de las hojas de Rumex crispus L. �030�034romaza".

4. Realizar extracciones con diferentes solventes para la b}402squedade

moléculas captadoras de radicales libres que podrian ser potenciales

agentes antioxidantes por lo que deben continuar siendo exploradas.
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Anexo 1

Certi}401cadode identi}401caciéntaxonémica de Rumex crispus L. "romaza".

Ayacucho �0242012.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE

CIENCIAS B!OLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN

CR|STOBAL DE HUAMANGA

C E R T I F I C A

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, sna. Maria Esther. DIAZ VIVANCO, ha

solicilado la identi}401cacionde una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido esludiada y determinada seg}402nel Sistema de

Clasi}401caciénde Cronquisl. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION i MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE

ORDEN : POLIGONALES

FAMILIA : POLYGONACEAE

GENERO : Rumex

ESPECIE : Rumex crispus L.

N.V. : �034romaza".'|engua de vaca"

Se expide Ia oeni}401caciéncorrespondlenle a solicilud de la inleresada

para los }401nesque estime convenientc.

Ayacucho, 29 de Noviembre del 2012

~. 1"�031:

zsiiivlum.
a gunman '1?-:. "

SF!
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Anexo 2

Certi}401cadodel material biolégico. Ayacucho �0242012.

I

. UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

Vicerrectorado de Investigacién

CERTIFICADO

San Martin de Panes. 13 de Diciembre del 2012

Medianta la Presente se oerli}401caque tas 25 ratas albinas de la cepa

Hohzman, de ssxo hembra, edad adults y pesos entre 180 a 200 grarnos

adquiridas por la Sm. Maria Eslhor Diaz Vivanco, estén en perfecto estado

' sanitario y }401siolbgico,para ser u}401lizadosen cualquier protocols Biomédioo.

Atentamente

4 I

do Benavides M.

Jeie de Bioterio-LID

Vicerrednrado de lnvestigacion�024UPCH

Av. Honoriu D:!gndo430- Lima 31 man. Posh! 4314- Luna coo
. TeIe1.:[5l-1)4a2-1524 Fa:c(5H)3l$00M
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Anexo 3

Flujograma de extraocién de los compuestos fenolioos de las hojas de Rumex

crispus �034romaza�035�030Ayacucho �0242013.

Unkgdetniassecasde Rumex

crispus L. �034romaza"

Maoeracion per 7 dias en etano! al 96%

Extraclo Etanélrco

Suspensién en H20 destilada

Desengrssado con

, , . Eter de Petroleo
Marcha fltoqulmlca

Fraccion Etérea Fraccién desengrasada

Extraccién con Acelato

de Etilo

Fmccidn acemo de etilo _

OOMPUESTOS Fauoucos F*�030=°°'<5"�030N053

Pruebas cualitativas A ti _d d

. FeC| . . c vi a

. sningda A9t'V.'dad antiin}402amatoria

V _ BO�030-nu-éger antioxidante

Ensayos cromatogré}401oos �030 _ I �030 _ V �030 �030 " '

. CCF

0 Espedro UV,

FeQ.,oPPH
Aislamiento de compuestos

fenbhcos »
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Anexo4

Recoleccién de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza".Ayacucho �0242013.
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Anexo5

La concentracién de extracto etanélico de las hojas de Rumex crispus L.

�034romaza�035con el rotavapor. Ayacucho �0242013.

i I \

I �030MD. -~�030 A =

R. \l "W �030 �030 I �030

A \�035�254<;~ % -
�030 "F L. .. . ,.;'«' N
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Anexo6

Ensayo de catequinas y reacciones cualitativas del extracto etanélico de las

hojas de Rumex crispus L. �034romaza�035.Ayacucho �0242013.
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Anexo 7

Extraccién |iquido�024|iquidoen el embudo de separacién. Ayacucho �0242013.
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Anexo 8

Pruebas quimicas de los compuestos fenélicos aislados de las hojas de Rumex

crispus L. �034romaza�035.Ayacucho �0242013.
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Anexo 9

Cromatografia en capa fina de los compuestos fenélicos aislados (I), quercetina

(ll) y a'cido clorogénico revelados con luz UV. Ayacucho �0242013.

I�030Elli�030, �034J
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Anexo 10

Cromatografia en capa fina de los compuestos fenélicos revelados con cloruro

férrico al 5% (I), hidréxido de potasio 5% (II) y DPPH (III). Ayacucho �0242013.
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Anexo 11

CCF a escala preparativa para aislar los compuestos fenélicos de las hojas de

Rumex crispus L., evidenciados en la luz ultravioleta (cinco bandas). Ayacucho �024

2013.
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Anexo 12

Recuperacién de las cinco bandas de la fraccién de cetato de etilo. Ayacucho -

2013.
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Anexo 13

Cromatofolio que muestra las fluorescencias de los compuestos fenélicos

aislados de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza�034.Ayacucho �0242013.
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Anexo 14

Bandas recuperadas disueltas en metanol y }401ltradas(cinco bandas), para la

Iectura en el espectrofotémetro ultravioleta GENESYS 6. A acucho �0242013.Y

3-. *1 �030A,M. A ~ A - _ ,�024 .�031~�024.
\ "_~_:,., -,.;- ' : 4.14

-�031-�030V-.13-.~..»»,_�030 _~ . ' �031. ' -.

_.__,_ ,1 Iv I �030Va H J?�031&:�030;_V.�0341�035.�030_. , O .. $4. ._,�0301_.V

«,7» _ }401 .__ W .�030.h.,(_:5" . l i ~' _

�030V11': "fgxf .' �030M:W ,1 \" �030 �030:..v :v �030V�031;>21/'2'. L

\;w_,x«,.\\\ \;_;.'.�030..E",é.q.,.r,.'�035_,§): . ., J �031

r». / 42-,�035 ? ' ,�030*:-g�031;»\r~:,t,{.r~�024c_"�034"'/"�034':."~w 4 ='" ¢=:.~:~~�024�030
4�035"I ' ff�030'_ 5.,/\.-�024,'�024._.any F3 "ML:.»..~;_�030;,3 " '

" ..a-/7 0 I/7, ..._3_.D " ~ M f�030532.-..;.,.�0307}-' "
, ,/ . /\ L ».-"¥i"4,

�030 L */' �034"�031" a_.

é a. "
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Anexo 15

Porcentaje de actividad secuestradora del radical Iibre DPPH de los compuestos

fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza".Ayacucho �0242013.

Tratamiento

�030E

:8 Quercetina Vitamina C Compuestos fenélicos

�030£1 j
(D _ _ _

'3�030 E E E E E E E E EU, E E O, E E U, E E

1 97,15 96,36 97,37 98,79 97,67 96,96 96,56 95,14 68,83

2 96,86 96,58 97,17 98,58 97,70 96,96 96,35 94,34 68,62

3 97,29 97,30 97,23 98,44 97,44 97,40 96,47 94,33 68,53

media 97,10 96,75 97,26 98,60 97,60 97,11 96,46 94,60 68,66
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Anexo 16

Variable dependiente: Captacién del radical DPPH (%) �024ANOVA. Ayacucho �024

2013.

I Suma de Media

Origen cuadrados gl cudré}401ca F Sig.

tigo Ill

Modelo corregido 1104,7213 3 368,240 8,022 ,001

Interseccién 67831 ,126 1 67831,126 1477,646 ,O00

Concentracién (pgml) 398,762 1 398,762 8,687 ,007

Tratamientos 705,959 2 352,979 7,689 ,003

Error 10S5,812 23 45,905

Total 239684.646 27

Total corregida 2160533 26

a. R cuadrado = .511 (R cuadrado corregida = ,-148)
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Anexo17

Evaluacién de la actividad antiinflamamtoria. Ayacucho - 2013.

A. , �030s--:,+..~{..=;-*E*"7*
, ¢ - -4. « ~*�030'''''�030_,�031,-.T..*~:a=&rfr*<E*�034'E""

at? K »~*�030."3 V v�030 -i:�031 "

"....,._..n(�030--um�030 .j:~n%'7�030:�031&._;;;f,;:�024 _'

' -�030in.6 A - V�031-�030~n}40193�031;{#§.'$�034-�030

�034 I | "N I v "L-1::-ff; �030<-

»~«.-4 M'V - .2? \.

, �030L;_ __ 5., �024-, g _

' ;,<:.';:'_* ,�030:�031W

�030- . - �034"_r;:.:�024�024- ' .

5 . _ ¢. - ' �030J-�030

�030. ,» �030_�034__/./"�031__, .
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Anexo 18

Volumen de inflamacién de los tratamientos en funcién del tiempo. Ayacucho -

2013.

Grupo Tiempo (minutes)

0 60 120 180 240 300

 

Esténdar 1,44 1,64 1,78 1,74 1,66 1,56

C.F 50mg/kg 1,40 1,78 2,00 2,12 2,00 1,92

C.F 100mglkg 1,38 1,74 1,94 2,00 1,88 1,78

C.F 200mg/kg 1,42 1,66 1,84 1,74 1,68 1,58
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Anexo 19

Valores hallados de vol}402menesde in}402amaciéncon el érea bajo la curva (ABC) a

través del programa SIMFIT. Ayacucho �0242013.

j"�030" 
Grupos % 

60 120 180 240 300

 

Esta'ndar 7,10 6,60 6,60 7,05 6,55

C.F 50mg/Kg 8,30 7,80 8,05 8,20 7,50

C.F 100mg/Kg 7,80 7,15 8,10 7,15 7,70

C.F 200mg/Kg 6,95 7,10 6,70 6,70 6,95
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Anexo 20

Porcentaje de in}402amaciénen funcién del tiempo. Ayacucho �0242013.

Tiempo (minutos)

Grupo 5�024:�024 

60 120 180 240 300

Blanco 50,10 64,42 70,04 65,86 55,74

Esténdar 14,00 23,71 20,25 15,43 8,38

C.F 50mg/Kg 27,36 43,03 51,95 43,84 38,11

C.F 100mg/Kg 26,10 40,84 44,83 36,23 28,96

C.F 200mg/Kg 17,05 29,71 22,67 18,48 11,33

C.F. Compueslos fenolicos
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Anexo 21

Anélisis de varianza (ANOVA) de las éreas bajo Ia curva (ABC) descrita por los

tratamientos. Ayacucho �0242013.

Suma de Media .

cuadrados 9' cuadrética F 8'9�030

|nter�024grupos 17,651 4 4,413 36,409 0,000

lntra�024grupos 2,424 20 .121

Total 20,075 24

p<0,05
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Anexo 22

Subconjuntos homogéneos por comparaciones multiples de HSD de Tukey de

las éreas bajo Ia curva (ABC) descritas por los tratamientos. Ayacucho �0242013.

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos N 777

1 2 3

Diclofenaco 5 6.780000

200 mg/kg 5 6.880000

100 mg/kg 5 7.580000

50 mg/kg 5 7.970000 V

Blanco 5 9.090000

Sig. .991 .416 1.000

p<0.05 .
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Anexo 23

Comparaciones multiples de Dunnett de las éreas bajo Ia curva (ABC) descritas

por los tratamientos. Ayacucho - 2013.

(I) (J) Direrencralde Error Si lntervalo de con}401anzaal 95%

Tratamiento Esténdar medias (I-J) tipico 9' 

Limite inferior Limite superior

50 mg/kg Diclofenaco 1,190o0oo .196o23o ,o0o ,681841 1.698159

100 mg/kg Diclofenaco ,800DO0U ,1960230 .002 291841 1,308159

200 mg/kg Diclofenaco ,1000000 ,1960230 ,920 »,408159 ,608159

p<0,05
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Anexo 24

Comparaciones m}402ltiplesde Duncan de las éreas bajo la curva (ABC) descritas

por los tratamientos. Ayacucho - 2013.

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamientos N 0400

1 2

200 mg/kg 5 6,880000

100 mg/kg 5 7.530000

50 mg/kg 5 7.970000

Sig. 1,000 .080

p<0,05
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Actividad antioxidante y antiinflamatoria de

los compuestos fenolicos aislados de las

hojas de Rumex crispus L. �034romaza�035.

Ayacucho �0242015.

Maria Esther Diaz Vivanco, Enrique Aguilar Felices

Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

RESUMEN

La in}402amaciones comun en casi todas las enfermedades que implican daflo celular donde los

radicales libres estan presentes. El objetivo fue determinar Ia actividad antioxidante y

antiin}402amatoriade los compuestos tenolicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. "romaza�035,

empleando la técnica in vitro del DPPH y el modelo in vivo de edema plantar inducido en ratas

Holtzman. Se Ilevo a cabo en los laboratorios de la Escuela de Farmacia de la Universidad

Nacional de San Cristobal de Huamanga, Ayacucho, Peri]. La muestra fue recolectada en el distrito

de Chuschi. provincia de Cangallo, region Ayacucho. Se ensayo las dosis de 50, 100 y 200 mg/kg

usando como esténdar diclofenaco. Los compuestos tenolicos aislados e identi}401cadosmediante

pruebas quimicas y espectrales fueron fenoles, flavonoides, catequinas y quinonas. La actividad

antiin}402amatcriaexpresada como area bajo la curva (ABC) fue de 7,97; 7.58; 6.88 y 6,78 ml/h

correspondiente a los tratamientos con 50; 100; 200 mg/kg y diclofenaco. Respecto al porcentaje

de actividad antioxidante in vitro, a las concentraciones de 10, 50 y 100 pg/ml de compuestos

fenolicos se logro 68,6; 94,6 y 96.46% de actividad, respectivamente. Se concluye que los

compuestos fenolicos aislados de las hojas de Rumex crispus L. "romaza" tienen actividad

antiin}402amatoriain vivo y antioxidante in vitro, donde Ia dosis de 200 mg/kg muestra la mejor

actividad antiin}402amatoriaestadlsticamente similar al diclofenaco; y mayor porcentaje de actividad

antioxidante a las concentraciones de 50 y 100 pg/ml similar a la quercetina y vitamina C. Los

compuestos fenolicos de las hojas de Rumex crispus L. constituyen una fuente potencial para el

tratamiento antiin}402amatorioy antioxidante.

Palabras clave: Antioxidante. antiin}402amatorio,Rumex crispus L., romaza.

SUMMARY

In}402ammationis common in almost all diseases involving cell damage where free radicals are

present. The objective was to determine the antioxidant and antiin}402ammatoryactivity of phenolic

compounds isolated from the leaves of Rumex crispus L. "romaza", using the technique of DPPH in

vitro and in vivo model of plantar edema induced in rats Holtzman. It was carried out in the

laboratories of the School of Pharmacy of San Cristobal of Huamanga University, Ayacucho, Peru.

The sample was collected in the Chuschi district, Cangallo province, Ayacucho region. Was tested

doses of 50. 100 and 200 mg/kg using as standard diclotenac. Phenolic compounds isolated and -

identi}401edby chemical and spectral tests were phenols. }402avonoids,catechins and quinones. The

antiin}402ammatoryactivity expressed as area under the curve (AUC) was 7.97; 7.58; 6.88 and 678

ml/h corresponding to the treatments with 50; 100; 200 mg/kg and diclotenac. Respect to

percentage antioxidant activity in vitro. at concentrations of 10, 50 and 100 pg/ml of phenolic

compounds was achieved 68.6; 94.6 and 96.46% activity respectively. It is concluded that phenolic

compounds isolated from the leaves of Rumex crispus L. "romaza" have antiin}402ammatoryactivity in

vivo and in vitro antioxidant. where the dose of 200 mg/kg shows the best antiin}402ammatoryactivity

statistically similar to diclofenac; and higher percentage of antioxidant activity at concentrations of

50 and 100 pg/ml similar to quercetin and vitamin C. Phenolic compounds of the leaves of Rumex

crispus L. constitute a potential source for the treatment in}402ammatoryand antioxidant.

Keywords: Antioxidant. anti-inflammatory, Rumex crispus L., �034romaza".



INTRODUCCION AI mismo tiempo. nus hemos propuesto objetivos

El tema de los antioxidantes ha venido adquiriendo especl}401cos:

imponancia singular en los ullimos liempos. AI - ldentilicar Ios metabolites secundarios

existir una disminucién de los niveles de presentes en el exlraclo etanolico de las hojas

antioxidantes a una inhibicion de las enzimas de Rumexcrispus L. "romaza".

anlioxidanles se desencadena un eslrés oxidativo, . Ais|ar ms compuestos fenoncos ue |as hojas de

produciendo dafio celular por la oxidacion a Rumex crispus L. "romaza".

f"30'°'"°'éCU'3S WW0 P'°'9'"3S. ''P'�030'05y acido . Delerminar la concentracion de compuestos
clesoxirribonucleico. Esludios previos correlacionan fgn°|jcg5 can ma or actividad anuoxigangey

6' 65395 °><''�030'3"V000" '3 P3'°9én9S'_S <19 o Determinar la dgsis de compuestos fenélicos
numerosas enfermedades como Palklnson. con mayo,-ac}401vidadanmnf|ama]°r-ia�030

enfermedad de Alzheimer. cancer e inferlilidad. Las

suséancias�030zlantioxildanles desgmpdenan gna Yl:jl'l(iOn MA1'ER|A|_Esy Mg-mugs

un amena en a prevenci n e en erme a es ubicacign

Cl0n'CaS "0 'f3llS|1�030||S|D'eS.Pf�035'0 l1U�254_95} |mD°l13n'e El presente trabajo de investigaclon se Have a cabo
el Iconlsumo d<_e susisnclas antioxidantes _ no En |o5 |abora(on�030osde Farmacognosia y

enzimétlcasolainnovacion de productos qulmlqos Farmacologla de la Escuela de Formacio,-,

enZ|mé'|°05 '1'-'9 P_U3d3"' '°9'3V '1�034e'eC'° P°S"'V° Profesional de Farmacia y Bioqulmica de la

9" '8 Salud dE'P3C'_9"'e- �030 , , Universidad Nacional de San Cristobal de
:31: air? Iado,! la irlij}402zmacione_s rfimun endcisi Huamanga_ Region Ayacucnqpen-,_

o as as an eime a es que impican un a o pobyacmn muestra

microbiulogico. qulmico o flsico a lejidos vivos. En pob|a¢i6n;yH°ja5 de Rumex mspus L ",°maz3~

3'9l_1"a5 ('9 §U5 ml'1"'P'eS TOWBS Y '"3""e5'3C'°"�2545- que crecen en el distrito de Chuschi, provincia de
la lnflamacion se esconde tras la causa mas (;anga||o,RegionAyacucho.

Importante de muene en el mundo actual. Ademés. Muesua; Un Kg de ho]-as secas de Rumex crispus

represenla una caracterlslica permanente de L�030-Immaza-3

muchas otras enfennedades que pueden no ser -npo .19 muesueo; pop conveniencia, no

monales, pero que, sin embargo. provocan pmbabiusiica

grandes sufrimientos e incapacidad. que puede Animaies ge experimemacion

iranscurrir hacia una situacién crénica que suele _

dar Iugar a enfermedades degenerativas como la 25 '3'�0343"""'35 9'9 '3 9593 "'°"1"�0303�034"9 99595
anritls reumatoide, las cardiopatlas reumaticas. 5''"e_ "50 3 2'39 9-_ 5" '-""9" §5'a§° "9 53"-"1
acne, psoriasis�030a,1e,i°sc|e,°sis_ enfern-Iedades adquindos del B_Iolenl) de la Universidad Peruana

hepaticas. renales cronicas entre otras.�031 C3Y9'3"° Heredia - Lima

A pesar cle Ia polente accibn antiinflamatoria que Ie

es alribuidaalos fannacos anliinllamatoriosestos °'5°7'° "'°'°"°'°9'°° Pam '3 "9°°'°°C'°" "9
compueslos presentan una alta incidencia de �034ms

efectos adversos y algunos, inciuso, no logran R9°°'°¢°'¢" '-'°'3 ""�034°5"3 I _
modular [3 induccion de C,-enas cnocinas El procedimiento para la recoleccion. seleccion y

p,°i,mamaIo,;as_ pm esta mm" una meme secadq dg las muestras _se realiza qe acuerdo a los;

imporianle de produclos con interés farmacologico g'°°ed|'"�0349"'°§'i5'5"l'|°F'°°5_ ':°'tV"'3' 59" F'§5"°-
lo constit en los productos naturales en tal e 5"-e°°'°" 35 °'a5 '" 3° 333 59 3" 9°"

sentido, I? blisqueda de principios 3C"¥IOS con f|'3&':"'3%'e 39"-�034ml/dse565% 3 '3 S°":b'3. e_2d|�030-�030"3

posible accion antiin}402amatoria,haestado denlro de 3 '§°' �035V5""a 3- 5° '9 P399 99�034�030C0-

Ias pmgridades de. quienes investigan en este }401_':'°r2':':[$::�0301�030::�030g}401ng°'�034"3Se-"'3"3» "95P�034é559
campo. �030U _ - _

Desde hace algunos a}401os.tanto palses altamenle "'°Pa'a°'°" _"3' �034'�035�034°'°°'3"°"°° "9 '35 "°'a5

desarrollados como aquellos paises "9 R�030�035"°"°"5P'-'5 '-- ""°'"5z3"_
Suwesarroilados can escasos recursos Un Kg de muestra seca y molida se maceré en

' economicos, han relomado y desarrollado el uso "35°°5 "9 09"-"�0303""33' 90' U" P9"'°"° "9 �034"3

de las plantas medicinales can }401nesterapéuticos 39'"_3�03539�0349 ""05 "9 3'°°"°' "9 95° 0W0 V°'Um<?"
en lo que se ha Ilamado Ia Revolucion Verde de la °"""° '3 '"U95"3- '3�034'3"'99' P705930 S6 39"�030?
Medicina} mecanicamenle el frasco, para que el alcohol se

una 9,5,, variedad de especies vegeyales de distnbuya}401omogeneamenleenla muestra. Luego

nuestro pals presentan propiedades antioxidantes 59 P'°°ed'° 3 ""'3'- °°"°9�034"�031a'5" U" '°'3V3P°' Y

y anliin}402amalorias,sin embargo. la mayoria no '�034x�030:9°�030°"�0301�034"33_5:�035'3_3bl"°dC-"35'3 °'7'°�0359"U"
cuenta con inlorrnacien cienll}402caque avale estas 9 '3°° .9 °°"5'§ 9"'°'3 _a"�0303-

propiedades. Por lo tanto, el presente pro ecto de E"5;�031Y°'_"°""_'""'°° °�0343''�0305''V°�030�030

invesiigacion se enfoca en el estudio de layespecie '-3 "'9""�034Ca°'°"C"3"'a"V3 5'9 '05 P""C'Pa'5S
vegetal Rumex crispus L. "romaza". ulilizada en la 9'''P_°5 53 ""9'3'3°"'°5 59CUf'd3''l°5 5% "�2543_'|Z0
medicina tradicional peruana; en falologlas "_1ed_|an'e ensayos de goloracion y pregipitacion,

relacionadas con prooesosin}402amalorios, 5'9'~�0349�034d,°'05 P'°0ed|m|en1°5 09 Miranda Y

El cnnlexto descrilo, nos motivb a investigar dicha c"e"3'- _

especie, enlocandonos en demostrar el objetivo E""�0313�030-'C'°"�034'0?¢°"'P|J95'0S 7e"§'|¢0$
gene,-31; El e)_draclo etanblioo seco se reconslltuyé con agua

, Determina, ,3 ac}401vidadantioxidante Y destilada y selralo can 309 inl de éter de pelrolea

antiinflamatoria de los compuestos fenolicos 9?" '3 ""5""3" '35 e""""3_' 9'35�034�034'55:
aislados de '35 ho�031-asde Rumex mspus L_ pigrnentos y otros meiabolitos que puedan

--roman-vi haciendo uso de modem in V,-We inlerferir con la extraccion de los compuestos

,-,, vivo validados Y de amplia use an fenolicos. La extraccion liquido-liquido se realiza

invesugacmn�030 can 300 ml de aceialo de eillo en un embudo de

separacion, para recuperar }401nalmenleIa fracoion



de acetato de elilo donde se encuentra los esto da Iugar a la forma reducida con la pérdida de

compuestos fenélicos.�034 este color vio|ela.'°

ldentlficacidn de compuestos fenélicos

Pruebas cualilatlvas. Procedimiento:

- Reaclivo de clomro férrico: Se a}401adiounas Para elensayo se utilizolo siguiente:

golas de cloruro férrico sobre la fraccion de a Una solucion metanolica de DPPH de 20

acetate de etilo.�031 mgll.

- Shinoda.�031 - Una solucion metanolica del extraclo a una

- Bomlrager. 7 concenlracion de 300 pg/ml (solucibn A).

cromalogralia en capa Vina (CCF) . 3:; :j?t='sf:r,r'el":::(e?(cJtr';':ot'c1v::1::::J)'aigrg (2,1)

smema °'°ma'°9ra}401°°: 0 Un blanco de muestra con 0 75 nll de

' F359 °5'a,°�031°"a"?:,P'a°a °'°""a'°9'a}401°a2° " muestra (solucion A) mas 1.5 ml de metanol.

20 °°"'e"'e"d° S"'°a9e' G 254 (Merck) - Un patron de referencia con 1 5 ml de DPPH
- Fase movilz Butanol: Acido aoélico: Agua mas 0,75 m, de agua desmada'_

(4:1:5) _ 4 - La muestra, con 0,75 ml de solucion A y 1.5

�030 V°'�035'"e"'39 '�035Ve°°'°"120 F" ml de DPPH obteniéndose una solucion }401nal
o Revelador: Luz ultravioleta. cloruro férrico, de 100 �034g;m|_

"'d'°x""° de p°'a5'°YDPP''' - Inmedialamenle se dejb a temperatura
La fraccion de acelato de etilo se disolvib en 1 ml ambieme par 5 minums y Se realiza Ia lecmra

de metanol y mediante un capilar de vidrio se de la absorbancia a 517 nm en el

aplico en la parte inferior de la placa espewofommeno�030

cromalogré}401ca previamente actlvada (fase . Se diluyé Ia solucion A (2) con memnol en

eslacionaria), se coloco Ia placa de CCF en la una pmporcion de 1.1 Pam obtener una

camara teniendo cuidado quae el solvente butanol: summon }401nalde 50 "ugh"! (somcion B) y

a°'d° a°é"'.;°: agua �034'15)"° s,°".'epa5e. a '3 Iuego en una proporcion de 1:9, para obtener
muestra aplicada y dejando que el liquido asclenda una concemracibn }401na]de 10 uglml (solucion

par capilaridad. Posteriormente se prooedio sacar C)

a la placa cromatogra}401ca,teniendo en cuenta que �030 . . .

el solvente haya llegado hasla Ios 2 cm de la parte ' g|°;'n:ri5:r'uc'°" B y C Se procedm 'gua' que

superior de la placa, se dejo secar la placa de CCF ' . . .

al aire Iibre y se observa en la lampara UV ' sgféfcgf:33:°;;'b::oe:::l:2::L;/':"rm:n(g

CAMA_G, }401nalmenlese rovelo coon cloruro férnco al pmcedimienm que conlleva 3 Iograr

5%�034"""°"'d° de "°'a"° 5' 5" V DPPH�030V 59 concentraciones de100 [ml 50 g/ml 10
observa la presencia de manchas. _ ugh�034. "9 ' H y

2'S'::':g'%:!:r:;;$":$:§?::e:'2:;°: escala Para Ios calculus del porcentaje de actividad

e I '. p 9 . . antioxidante se empleéla siguiente formula:
preparalwa, para el cual se slguné el. Ac _ (Am _ Ab)

sistema cromatogréfico: AA% =ax100

- Fase estacionaria: Placa cromalogré}401ca20 x 5 AC

conteniendo Silicagel G 254 (Merck) Danae.

' Fase "�030°"":B�035'a"°'3é°'d° �034�030°é"°°339�034 AA%: l=orcentaje de actividad antioxidante.
'9�03535�031 . . Ac: Absorbancia del DPPH.

La slembra de la fraccnon de aoetato de etilo se Am.Abs°rbancia deli muesua.

realizo en bandas con el proposilo de aislar los Ab.'Ab5mbanCia de, mama

compuestos lenolicos. los cuales se evidenciaron �031 '

e�035'5 "'2 �034''_�035�030�030�031'°'e�034�031'Esms bamas f�035e'°�035Determinacién de la actividad antiinflamatoria
recupfaradas, dusueltas en metanol y }401ltradas; Mémdo del edema plantar imucida por

obteniéndose 5 bandas. carragenina

P'"°b""5 °SP�034°�034'a'°5_ Fundamento: Consiste en la administraclon
Las bandas obtenIda§ fueron leidas en el subcmanea de una pseudosolucion de

espectrofotometro ultravioleta GENESYS 6, en el canageninal extralda Ge .35 algas mamas

'a�0359°65 20° 3 400 "m' 'e9's"é"d°5e '°S maxim�034 Chondrus crispus a nivel de la aponeurosis plantar
picos de absorcion para su posterior idenli}401cacion. de �030afatal provocando una reaccion de carécter

' ' d ' I |'b '6 d

newrmir-acion de la Actividad Amioxidante 1332??if"§utZ%Sm�030;5'"§§Li�030?Zn§3'e§e&§�035�030§L.2m§
Método: Acllvldad Sacuestradora del Radical dawn ' '

DPPH Procodimiento:
Fundamento: El radlcal Iibre y astable DPPH, es _ Preparacién de la muesna: Se diluyé 2 9 de

�034"35�0355'a."°'aque ""de '3 °apa.°'°'ad �030'5.se�030.;�035°.S"° los compuestos fenolicos en 100 ml de
de cualquier compuesto con acllvldad anlloxldatlva. camoximemcelulosa al 0 1% omeniendose

Sp caracteriza como un radical Iibre estable en una Concentrado" de|2%_' �031

vIr�030ludde la deslocaluzacnon del electron lnbre en . Preparacion de carragenina: La Suspension

toda la molécula, de manera que las moléculas no de carragenina 3| 1% (Labammos SIGMA)

dimerisen. como en el caso de la mayoria de otros . - '

radicales libres. La deslocalizacion también _ua 'c�034a°�035a';';�030]�031i:':"°9;: d'S°'1�034o°(',°""emf 9 3:
Iugar a un color vnoleta o_scuro, que so caraclenza camoximemcelulosa al 041%

por una_banda de absorcnon en solucuon de elanol _ Preparacion de esiandari Se diluyo has

a aproxnmadamenle 520 nm. Cuando una solucnon �030abletasde diclofenaco (150 mg) en 50 ml de

de DPPH se mezcla con la de_ una suslancna que camoximemoelulosa 3' 0�0301%_

puede d°"a' U" a'°m° de h'dr°ge"°' emonces o Las 25 ralas lueron divididos en 5 grupos:

primer grupo (blanco), segundo grupo



(esténdar), tercer grupo, cuarto grupo y Tabla 1�030Metabolites secundarios presentes en el

quinto grupo (compuestos Ienolicos), Ios extracto etanélico de las hojas de Rumex crispus L.

cuales estuvieron en ayunas previo al "romaza". Ayacucho�0242013.

experimenlo.

c Cada rata fue marcada con plumon Ii 0 �030
marcador�030 s'we:E":ga:io Ensayo Resultado Observacibn

a La administracién de la mueslra problema y - 

el estandar fue por via oral a través de una Verde

sonda adaptada por un medidor de volumen. Catequinas Catequina +++ �034meme3

o A todos los grupos se la administro 0.1 ml de ya luz UV

carragenina, después de 30 minutos de

adminislrar Ia muestra y el estandar en el Fenoles y Clomro +++ Coloracion

tejido subplanlar de la pata posterior derecha taninos férrico Verde OSCUFO

de la rala. -

a La In-i'edigi>6n del volumen de la pata se }402avonoides Shinoda H Zgse anyggar

reallzo utilizando un pletlsmomelro desde el naranja

tiempo cero y cada 60 minutos hasta 5 Fase

horas. . .
Técnicas de medicién: Quinonas Borntrager +++ gmunllacall

- Preparar el pletismbmeiro manual. Laclonas e co or rojo

o Enrazar can a ua a la altura de la marca de . ' �030lajemgal 9 we 4 Ballet +* Erjrzclpltado

- Sumergir la pata in}402amadaen la jeringa °u.ma"nas

hasta coincidir con la marca de la pata y la Tnterpems Liebermannv ca|araci()n

jeringa superior. V/° . Burchard H verde oscura
a Retirar el animal y medir el volumen eS�030e'°'des

desplazado en la jeringa inferior. . Formacion

El célculo del porcentaje de in}402amaciénse realizb Saponmas Espuma Hi�031de espuma

con la siguiente f6n11u|a: D d rff +

0/ dein}402amacibn=E2 x 100 A1 | �030d We�0350 + Hay
DO :1 V0 C3 m as Mag": + opalescencia

n e:

VT = Volumen de la pata in}402amadaen un (+): E56850 (**)I RE9U|af (+++)iAbU"¢3"'e

tiempo �034x"

_ _V'7 = V°'Pme" de '3 pata �035°�035"a'- Tabla 2. Caracteristicas de las reacciones

D'59"° °"P°""�030e'�034a' quimicas de la fraccidn de aceiato de etilo que
Los animales fueron distribuidos alealoriamente contiene I05 compuestos fenb}401cosaislados de las

err grupos de 5 ratas, y lratados via oral de la hojas de Rumex on-Spus |__ nmmaza--_ Ayacucho _

siguiente manera: 2013'

- Grupo I: Control 0 Blanco, al cual se Ie  m

administré carboximetiloelulosa al 0.1% y 30 Ensayo Resunado carameris}401cas

minutes después se inyecto carragenina (0,1

m|)al1%. �024 

- Gru 0 II: Esténdar, al cual se le adminislro Cloruro férrico

diclgfenaco 20 mg/kg y 30 minutos después 5% +++ Verde oscuro

Se inyeclo 0,1 ml de carragenina al 1%.

- Grupo III, IV, V: Se adminisirb 50 mg/kg, 100 _ .

mg/kg y 200 mg/kg de los compuestos sh'"°da ++ Naranja

fenolicos en carhoximeiiloelulosa at 0,1% y

30 minutos después se Ies inyecté 0,1 ml de A

carragenina al 1%. B°"�030"59e' *+* R010

An}401}401sisde gag�030-,5 (+): Escaso, (++): regular, (+++): abundante

Los resultados de la actividad antioxidante se

representaron en forma de gré}401cosen funcibn de a , 4,, _, , . . ._..__ - ,

las medias. Las diferencias entre las medias fueron ' ,5 1�030

conlrastadas mediante el Anélisis de Varianza 7 g �030

(ANOVA) a un nivel de con}401anzadel 95% 5 �030 ' i

(p<0,05).

Los resultados obtenidos de la actividad v V " 1

antiin}402amaturiase representaron mediante gra}401cos , I 33%

y cuadros, para ello se hallo el area bajo la curva �030

(ABC) del volumen en funcion al tiempo, utilizando d, �030 t �030

el programa SIMFIT. con los valores del ABC �030

(volumenltiempa), se hallo Ia media de cada uno 1",V;,�030_, ~. y

de los tratamientos y se represent!) en forma de 2 " c. = �031 V

gré}401cosde barras de error. Las diferencias enlre . ,_ '5... .. i

las medias se evaluaron mediante el ANOVA. _ __ W.» _�030J-

Ademés se hicieron las pruebas de Tukey, Dunnet

yDuncan. Figura 1. Pruebas quimicas de los compuestos

fenélicos aislados de las hojas de Rumex crispus

RESU LTADOS L. �034romaza".Ayacucho �0242013.



Tabla 3. Caracteristicas cromatogré}401casde los W �030 WW�031 '

compuestos fenolicos aislados de las hojas de [:1 ' V�030 �030 _

Rumex crispus L. "romaza" y de los esléndares de .~ . j 5

referencia. Ayacucho - 2013. �030 Z: �030 A
�030

Revelador 2: �030 �030

Fraccibn_ :; _ . T
Fluorescencia Feel: K(OH) DPPH an an 217 .4�0343.. 7.. nu .. 5. : 3... ,... nu ... .5. .. an ,9 an ...

melon marron anaranjado amarillo :4: 77�030
E n- .....,..

verde '*�034�034�030�034�034j�030

Ammo de }402uorescenleverde amarillo amarillo "::__ �034LW __n

etilo verde oscuro marrén amarillo amarillo M�034__m_,�034___,__�030_

naranja amarillo rojo amarillo �030».;:"'rzjmm �034H

u... ............

marrén verde amarillo amarillo ;-;;;-__ '3-;;;v;-1 --;~w_, �034M

Quercetina amarillo amarillo amarillo amarillo _ _
Figura 4. Espectros de absorcnon UV»VlS de los

CW0 compuestos fenéllcos (Fracciones 1, 2 y 3)

clorogénico celesle amarillo amarillo amarillo f"5""�030d°S_,de '35 �034W35de Rum�035°�0355P�0345L�030
romaza . Ayacucho - 2013.

': esténdares de referencia

- 2
Va: '

ii �030 : . i
K:: % ~ ~ I
�030 In �030

...

=;...,..u,...�035.,,,..m-..q..,..a,...,,,.....3........,�030..,j

E 2;: E.�034

..... ......,...

Figura 2. Cromatografia en capa }401nade los

compuestos fenélicos aislados (I). quercetina (ll) y HQUVB 5- ESPSCUOS 09 3b5°�0343i°�034UV'V'5 59 '05

acido clorogénico revelados can luz UV. Ayacucho COFHDUESIOS fen0�034C0S(FV3C°i°ne5 4 Y 5) ai5'}401d05

_2o13_ de las hojas de Rumex crispus L. �034romaza".

Ayacucho ~ 2013.

 Figura 6. CCF a escala preparative para ais|ar Ios

Figura 3. Cromalografia en capa }401nade los °°,mp�034e|f�030°5.:*n°'!°�030;5"5 IBIS h°l"aS .d'et �031*�035f"e"
compuestos fenblicos revelados con cloruro férrico gns}401us'AeV' e"�030_l°'a2318; 3 �034Z�035rawoe 3 (cmco

al 5% (I), hidrbxido de polasio 5% (II) y DPPH (nu). 5" 35) Y�030�030°�034°°�030-

Ayacucho �0242013.



,,,,,_,,,,,, Tabla 4. Anélisis de varianza (ANOVA)

"" E�030 E E]. gamma de las areas bajo Ia curva (ABC) descrita

las. �031v....�034c por los tratamientos. Ayacucho �0242013.

___:______:.__
S -' Suma de Media .

E cuadrados 9' cuadratica F 3'9�030
E

E Inter-
Ea grupos 17,651 4 4,413 36,409 0,000

�254 Intra-
�254 gmpos 2,424 20 ,121

g H Total 20,075 24
° ' p<o,o5

Tabla 5. Subconjunlos homogéneos por

" comparaciones multiples de HSD de Tukey de las

n1 an H» areas bajo la curva (ABC) descritas por los

Conzemntionfuglmll tratamientos. Ayacucho �0242013.

Figura 7. Porcentaje de aclividad secueslradora del �030 SUDCONJUNTO P375 8'73 = 0,05

radical Iibre DPPH in vitro por accion de los Tf}402lamlemos N

compuestos fenolicos aislados de las hojas de 1 2 3

Rumex crispus "romaza�035y los eslandares. . �030' -
Ayacucho _ 2011 Dlclofenaco 5 6.780000

200 mg/kg 5 6.880000

3 . 100 mg/kg 5 1580000

2.5 » 50 mglkg 5 7370000

E 2 a mason
8 Sig. .991 ,41G 1.000
E 1_5 . .. .  <0�030o5

I Tabla 6. Comparaciones multiples de Dunnett de

: 05 _ _ _ > 7 W __ las areas bajo la curva (ABC) descritas por los

E ' tratamientos.Ayacucho�0242013.

I

'3 o j 
> 0 so 120 130 240 300 (I) Diferencia lnlervalo de gon}401anza

"em 0 hut ) Trata E yd de medias §'.'°' Sig.$
P ("" °" miemo 5 �035�034�031(I-J) l"°° Limile Limits

-4�024Blanca �024I�024Dlclofenaco inferior superior

-n�0245o/K �024v<�024-oo IK -
mg 9 1 mg 9 mgfkg °'°':S°"�0311.1900000 -�030g%°2.000 531541 1593159

Figura 8. Variacion del volumen de in}402amacionen _

funclon deltiempq por eleclo antiinflamatoria delus 1°: D'°'°'°"3 Yaoooooo 19:92 302 291841 1303159

compuestosfenohcos. Ayacucho ~2013. �030"99 °° 3

M H M29339 D�030°';'f"�031,1oooooo "93g°2 .920 »,4oa1ss ,soa159

p<0,05

_ N

E _ �030 Tabla 7. Comparaciones multiples de Duncan de

5 �030 . las areas bajo la cuwa ABC descritas por losg .

g "i tratamientos. Ayacucho V 2013.
.2 ='

5 ; ________j_j:_

§ 1 mi. ml Tmamiemos N Subconjunto para alfa = 0.05

, 1 2

l �030_ 200 mg/kg 5 6,aaoooo

.. . ..:. ....,. and: 100 mg/kg 5 7.580000
rm. mo:

Figura 9. Area bajo Ia curva (ABC) del volumen 50 mg/K9 5 7.970000

inflamacién a través del tiempo segllun ,

tratamientosde los compuestos fenolicos aislados. 5'9" 1'00�030) �030O80

Ayacucho - 2013. p<0,D5



DISCUSION ampliamente conocido que los radicales libres

La identi}401caciéncualilativa de los principales juegan un papel muy imponanle en los procesos

grupos de metabolites secundarios del extracto inflamatorios. En este senlido, la actividad

etanblico de las hojas de Rumex crispus L. antioxidante se determina midiendo la reduccion

"romaza", se desarrollo segun la técnica de del radicallibre DPPH.

Miranda y Cuellar�031,permitiéndonos observar la En la Figura 7, podemos apreciar gra}401camenleel

presencia del grupo de compuestos fenolicos en porcentaje de actividad secueslradora del radical

general, valorandose su presencia como Iibre DPPH in vitro por accion de los compuestos

abundante (Tabla 1). fenolicos aislados de las hojas de Rumex crispus

En las caracterlslicas de las reacciones qulmicas L. Es evidente el allo porcenlaje de actividad

de la fraccion de acetato de etilo que contiene los antioxidante de dichos compuestos de manera

compuestos fenélicos (Tabla 2 y Figura 1) fueron concentracién dependiente, inciuso camparables

diferenciadas por las pruebas de cloruro férrico al con las suslancias de relerencla quercetina y acido

5%. Shinoda y Bomtrager. En la prueba quimica ascérbico, cuya naturaleza quimica y perlil

con FeCl;al 5% se produjo un color verde oscuro, antioxidante son conocidos ampliamente. La

idenli}401candosepresencia de compuestos fenolicos actividad captadora de los compuestos de pmeba y

en abundante concenlracion. En la prueba con los esléndares se expreso en lérminos de la

Shinoda la fase amilica se colorea de naranja, lo conoentracién necesarla para disminuir la

cual indica la presencia de }402avonoidesen regular absorcion inicial de DPPH en 50% (|C5a), siendo

cantidad. En la prueba con Bomtrager la fase que a las concentraciones de 50 y 100 pg/ml de

superior se colorea de rojo. lo que indica la cornpueslos fenolicos se logro 94,6 y 96.46% de

presencia de quinonas en abundante actividad. respeclivamenle, muy similar a las

concenlracibn. especialmente de las anlraquinonas mismas concentraciones de quercetina con 96.7 y

|ibres.° 97,10 %, respectivamenle, inciuso frente al acldo

En la Tabla 3 y Figura 2, se obsenla la presencia ascorbico con 97,6 y 98,6%. Los compuestos

de }402uorescenciade color melon, verde fenolicos a una conoentracion de 10 pg/ml. a su

}402uorescente,verde oscuro. naranja y marrbn a la vez, mostraron un porcenlaje de actividad

luz del especlro ultravioleta, indica que se lrata de antioxidante relalivamenle importanle con 68.6%.

compuestos fenélicos. Cuando se revela a la Esta pmeba preliminar de la actividad anlioxidanle

misma placa con cloruro férrico al 5%. hidroxido de in vitro realizada nos orienta en cierta medida para

polasio al 5% y DPPH (Figura 3). se observan ensayos experimentales In vivo posteriores.

manchas de color marron, verde, amarillo y rojo La bibliografia recoge diversas referenclas sobre la

respec}401vamentea la luz visible. En case de la aclividad de sustancias fenolicas. principalmente

parte revelada con cloruro férrico se observan }402avonoides,denlro de las que deslaca la actividad

manchas de color marron. verde y amarillo; dichas antiinflamatoria. Los compuestos bioaclivos

manchas indican la presencia de fenoles. En la derivados de plantas pueden ejercersus efectos ya

parte revelada con hidroxido de potaslo al 5% se sea por el incremenlo de enzimas antioxidantes,

observan manchas de color rojo, amarillo; dicho disminucién de peroxides Iipldicos ylo modulacibn

color de manchas indican la presencia de antronas de vlas que conlleven al da}401ocelular. entre otros.

y anlraquinonas.° En base a evidencias que respaldan lo anterior, se

Las Figuras 4 y 5, muestran los cromatogramas de busca alternallvas a los anliin}402amaloriosno

los especlros UV obtenidos para cada una de las esteroideos (AINES), debido a que éstos presentan

bandas aisladas de los cromatofolios (Figura 6). efectos secundarios da}402inospara el lejido." Se

Dichos cromatogramas muestran las 5 bandas (F1, entiende por tanto que el inlerés en el desarrollo de

F2, F3, F4 y F5). Las fracciones F1 y F2, de nuevas drogas antiin}402amatoriasa partir de este

acuerdo con las lecluras realizadas, mueslran tipo de compuestos radica en su alto margen de

picos maximos de absorcién en el rango de 206 a seguridad y en la ausencia de electos

207 nm. Si bien la extraccibn liquido �024liquido oon ulcerogénicos. Ademas, los AINEs presentan

acelalo cle etilo es una técnica empleada para la propiedades anliin}402amaloriasy analgésicas

extraccion de compuestos fenolicos en general, los asociadas, mientras que los }402avonoidesposeen

compuestos aislados en este estudio solo actividad anliin}402amaloriapor inhibicién de la

corresponderlan a dicho grupo de compuestos por peroxidacién del écido araquidonico. Inhiben la

dar posilivo a la reaccién de FeCl3 5% (Figura 1), catecol O-metillransferasa (COMT) y por

pero no carresponderlan a flavonoides por los consiguiente la duracién de la accion de las

resultados espectrales hallados pueslo que se cateco|aminas(conlraociOn delos vasos,e|evacién

sabe que los espectros de absorcibn UV-VIS de los de la resislencia vascular) se encuentra

}402avonoidesllpicamenle consisten de dos maximos prolongada; estimulan la prolinahidroxilasa.

de absorcién en los ranges 240-285 nm y 350-550 favorecen la solidez del colageno y lienen aclividad

nm.�031.La lraccion 3 (F3) muestra picos méximos de anlielastasa."

absorcion en el rango de 207 y 353 nm, este La accion capladora de radicales libres generados

segundo pico enlonces corresponderia a un en los procesos inflamatorios, se considera uno de

compuesto fenblico del tipo }402avonoide,ya que Se los tantos mecanismos de accién mediante los

menciona que elrango delos }402avonoidesva desde cuales una sustancia puede ejercer un efecto

350-550nm.Y segun Ios valores que se mencionan anliin}402amatorio.�034La in}402amaciones considerada

en el libro de Lock de Ugaz, la F3 corresponderia a una resultanle de la interaccion de células y otros

Ios }402avonolesya que su rango va desde 350 a 385 factores presentes en los tejidos en respuesta a

nm. En las fracciones F4 y F5 también se una injuria externa. produciéndose especies

observan picos maximos de absorcion a 207 y 206 reaclivas del oxlgeno (EROs) en respuesta a los

nm respeclivamenle. ' agentes polencialmente da}401inos, donde

En primera instancia se ha desarrollado el ensayo normalmente eslas EROS son efectivamente

de la actividad anlioxidanle in vitro de los detoxi}401cadaspor la presenoia de sustancias

compuestos lenélicos aislados de las hojas de anlioxidantes, de una manera simple. el estrés

Rumex crispus L. �034romaza".en visla de que es muy oxidativo resulla de un desbalance entre la



produccion de EROs y la capacidad intrlnseca de proin}402amatorios,responsables de la tormacion de

su captura. Entre los posibles mecanismos edema.

subyacenles de éste desbalance esta el Calculando el area bajo la curva (ABC

inadecuado metabolismo del acido araquidonico volumenltiempo) de cada curva descrita por los

(AA), el cual vla la enzima ciclooxlgenasa (COX) tratamientos y Iuego observandolas en fomta

genera mediadores pro-inllamalorios sindicados grafrca (Figura 9), se aprecia, en conoordancia con

para la mayorla de eritemas causado durante la la Figura 8. que el grupo blanco posee mayor area

inflamacién aguda." (9,0900 mllt). Io cual es logico debido a que este
Nuesiro estudio con}401rmalo hallado en un estudio grupo solo reclbio vehiculo como tratamiento y el

de la actividad antioxidante donde se empleb el praceso in}402amatorioprogresa }401siopatologicamente

extracto etereo, acuoso y etanélico de hojas y normal con desplazamienlo de volrlrmenes mayores

semlllas de Rumex crispus L. En esle esludio la de agua. En contraste, el ABC del esléndar

aciividad en mencion fue concentracion (6,7800 ml/h) es el menor dado que act}401a

dependiente (50-150 microgramos) sobre el DPPH, e}401cazmenteinhibiendo Ia inflamacion con

donde el extracto acuoso de las hojas y semillas desplazamiento minorilario de agua en el

mostro la actividad antioxidante mas alta. De todos pletismometro. Los valores de las ABC de los

los extractos, Ia mayor cantidad de compuestos tratamientos con compuestos fenélicos a 50 mg/kg

fenolicos tolales se encontro en el extracto (7,9700 ml/h), 100 mg/kg (7,580O mllh) y 200

etanélico de las semillas. mientras que la cantidad mg/kg (6,8800 ml/h). se encuentran comprendidos

mas baja se encontro en el extracto eléreo de las entre las ABC del grupo blanco y del estandar Io

semillas. La mayor actividad se observe con el cual indica mas claramente que Rumex crispus L.

extracto etanolico de las semillas. A 400 pg de posee compuestos lenolicos con actividad

extracto acuoso y eianolico de las semillas Ia antiinflamatoria.

actividad de antioxidante lue de 85 y 90%, El analisis de varianza (ANOVA) de todas las ABC

respectivamente.�034 calculadas nos indica que existe diferencia

Se ensayaron extractos butanolicos y de acelalo estadistica signi}401cativaentre ellas (p<0.05), es

_ de etilo mostrando un efecto notable frente al deoir, que at menos una ABC de un grupo

DPPH, en comparacion con el acido ascorbico." experimental se diferencia de las demas (Tabta 4).

En segunda instancia, se evaluo la actividad En efecto. Iuego de realizar la prueba de

antiin}402amatoriain vivo de los compuestos fenéllcos comparaciones multiples de HSD de Tukey (Tabla

aislados de las hojas de Rumex crispus L. 5), se puede ver grupos homogéneos donde el

"romaza". ABC del grupo blanco se diferencia de las demas y

El edema de la pata trasera inducida por que el ABC del tratamiento a una dosis de 200

carragenina es un modelo experimental esténdar mgmg es estadlsticamenle similar al ABC del

de inllamacion aguda. donde la carragenina es el eslandar diclofenaco (p=0,9). Del mismo modo. el

agenle }402uglsticoelegido para ensayar agentes ABC del tratamiento con una dosis de 50 mg/kg es

antiinflamatorlos, ademas de ser anligenioo. El esiadlsticamente similar al ABC del tratamiento a

modelo exhibe un alto grado de reproducibi|idad.�030z una dosis de 100 mg/kg. La prueba de Dunnett

Diversos lrabajos previos describen ampliamente (Tabla 6) empleada para comparar todos los

la actividad antiin}402amaioriade compuestos tratamientos trenie al esiandar diclofenaco

fenéticos. Nuestros resultados obtenidos rati}401can con}401rmaIa similitud estadistica entre el ABC del

dichos anleoedentes ya que se observa que los lralamienlo a una dosis de 200 mgmg y el ABC del

compuestos fenolicos aislados de las hojas de estandardiclolenaco(p=0.9).

Rumex crispus L. son activos en el edema plantar Si prescindimos del grupo estandar, la pmeba de

lnducido por carragenina al inhibir la inflamacion, Duncan (Tabla 7), al comparar las ABC de solo los

inciuso. de manera signilicativa. tratamientos con los compuestos fenélicos aislados

En la Figura 8, se muestra la variacibn del volumen de. Rumex crispus L.. pone en evidencia que el

del efecto antiinfamatoric de los tratamientos ABC de la dosis de 200 mg/kg es estadlslicamenle

expresado como volumen de agua desplazado en diferente de las otras, donde ademas podemos

funclon del tiempo. Se puede ver como el proceso apreciar que las ABC de la dosis de 50 mg/kg es

in}402amatorioprogresa }402siopatologicamenlenormal esladlsticamenie similar al ABC del tratamiento a

en el grupo de animales sin tratamiento (grupo Ia dosis de 100 mg/kg.

blanco), hasta un volumen maximo a las tres horas .

de adminislrada la carragenina. En este momenta, CONCLUSIONES

la lomacion del edema es principalmente debidoa 1. Los compuestos tenélicos de las hojas de

la liberacion de metabolites del acido araquidonico Rumex crispus L. "romaza" tienen actividad

por el efecto de la COX. antioxidante in vitro y antiinllamatoria in vivo.

En contraste, ellarmaco dereferencia, diclofenaco. 2. El extracto etanolico de las hojas de Rumex

cuyo mecanismo de accion y e}401cacia crispus L. "romaza" presenta metabolitos

antiin}402amatoriason conocidos, ejerce una accién secundarios como son: catequinas, fenoles y

inhibitoria imporlante del edema plantar inducido.A taninos. }402avonoides, quinonas, lactonas,

su vez. los tratamientos con los compuestos trilerpenos, saponinasyalcaluides.

fenblicos aislados de las hojas de Rumex crispus 3. Se aislo los compuestos fenolicos de las hojas

L. mueslran también una acclén anilin}402amatoria de Rumex crispus L. "romaza". los mismos que

imponanle dado que las curvas se ubican por espedralmente corresponden a fenoles,

debajo de la cunra descrita por el grupo blanco flavonoides, caiequinasoquinonas.

donde,ademas,se puede apreciarquela dosis de 4. Los compuestos lenolicos de las hojas de

200 mg/kg se encuentra practicamenle Rumex crispus L. �034romaza"a las concentraciones

superpuesia con la curva descrita por el estandar de 50 y 100 uglml muestran mayor porcentaje de

diclofenaco. Es evidente que los compuestos de actividad antioxidante que es similar a la

naturaleza tenolica aislados de las hojas de Rumex quercetina y viiamina C.

crispus L. ejeroen efecto antiinllamalorio por 5. Los compuestos fenolicos de las hojas de

inhibicion de la liberacion de agentes Rumex crispus L. "romaza" a una dosis de 200



mg/kg muestran la mejor actividad antiinflamatoria Disponible en:

estadlsticamente similar al diclofenaco. http://revistasinvestigaclon.unmsm.edu.pelinde

x.php/rpb/article/view/1049.
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