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RESUMEN
Las plantas del género Senecio en las zonas altoandinas son usadas
habitualmente para problemas gastrointestinales, antinflamatorias y mal de altura.
Estas plantas como un mecanismo de defensa y adaptacion a las condiciones
extremas que se presenta en su hbitat, lograron desarrollar un mecanismo para
biosintetizar metabolitos secundarios de gran relevancia quienes le permiten
soportar estas condiciones, metabolitos como los compuestos fendlicos. Es por
ello que en el presente trabajo de investigacion se consider6 como objetivo
determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles y la capacidad
antioxidante del extracto metandlico y de sus fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metandlico del extracto metandlico de hojas de
Senecio nutans Sch. Bip. La fraccidn de acetato de etilo mostr6 mayor contenido
de fenoles totales (721,06 + 4,40 GAE/g de extracto), flavonoides (239,72 + 9,10
QE/g de extracto) y flavonoles (137,48 + 4,70 QE/g de extracto) (p<0,05),
respectivamente. Mientras que, la fraccion metandlica mostr6 mayor capacidad
antioxidante (804,09 + 0,97; 822,51 + 5,67 y 784,17 £ 2,21 umoles ET/g de
muestra, para los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente) (p<0,05).
Se concluye que la fraccién de acetato de etilo del extracto metandélico demostré
poseer un alto contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles, mientras

gue, la fraccion metandlica demostro6 tener una alta capacidad antioxidante.

Palabras Claves: Antioxidante, género Senecio, Senecio nutans Sch. Bip.,

compuestos fendlicos, capacidad antioxidante, DPPH, ABTS, FRAP.
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l. INTRODUCCION

Actualmente existe una amplia diversidad de la flora a nivel mundial que permite
el uso de estas plantas como medicinales de manera tradicional, estas son
fundamentales para mitigar problemas de salud, estas son utilizadas por la
manera tradicional cubriendo sus necesidades primarias de atencion en salud. Un
uso primordial de las plantas recae en el uso de sus compuestos quimicos
derivados de sustancias vegetales promisorias, de modelos estructurales para
contribuir con creacion de nuevos productos sintéticos y/o semi sintéticos que
cubran los espacios terapéuticos faltantes.

En el Perl posee un area geografica considerado uno de los lugares con una alta
biodiversidad a nivel mundial, donde las plantas mas utilizadas por la poblacion
en mayor proporcién son herbaceas. Las especies herbaceas del género Senecio
se encuentran ampliamente distribuidos en la geografia nacional, abarcando
zonas costeras, lomas, matorrales xerofiticos y resaltando en los valles
interandinos hasta la puna, donde de los pobladores lo utilizan con fines curativos.
Durante los Ultimos afios se propusieron diversos estudios que expliquen la
fisiologia del envejecimiento y fisiopatologia de diversas enfermedades
degenerativas como: Cancer, cataratas, artritis reumatoidea, diabetes mellitus,
ateroesclerosis, hipertension arterial, y algunos tipos de anemia; estos estudios
han demostrado que el dafio oxidativo generado en nuestro cuerpo aumentan con
el pasar de los afios y disminuye la capacidad antioxidante innata del organismo
lo que predispone a padecer la enfermedades mencionadas.

Actualmente hay diversos estudios que atribuyen a los compuestos fenélicos y sus
derivados que son responsables de la actividad antioxidante, que se conoce como
la capacidad de inhibir o prevenir la oxidacion de un sustrato oxidable. Estudios
realizados de la especie Senecio nutans Sch. Bip o Senecio graveolens concluyen
la existencia de compuestos quimicos como: taninos, azucares reductores,

fenoles, flavonoides, saponinas, glicésidos y es por ello que debido a la evidencia



de la alta presencia de compuestos fendlicos este trabajo se centra en la finalidad
de determinar la actividad antioxidante de las fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol, obtenidas del extracto metandlico de
Senecio nutans Sch. Bip. “wiska taya”, definiéndose la actividad antioxidante
como: la capacidad para inhibir o prevenir la oxidacion de un sustrato con
caracteristicas oxidables y de un punto biol6gico capacidad para proteger a
sistemas biolégicos de los agentes causales de su deterioro oxidativo. Se
realizaron ensayos para determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides y
flavonoles; y su actividad antioxidante se determind in vitro mediante tres ensayos,
el secuestramiento del radical libre 1,1 — difenil — picril — hidrazilo (DPPH),
secuestramiento del cation radical del &cido 2,2° - azinobis — (3 -
etilbenzotiazolina) — 6 — sulfénico (ABTS°*) del extracto metandlico de Senecio
nutans Sch. Bip., y de sus fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de etilo

y metandlico, respectivamente.
Objetivo general

Determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides, flavonoles y la capacidad
antioxidante del extracto metandlico de las hojas de Senecio nutans Sch. Bip., y

de sus fracciones n - hexano, diclorometano, acetato de etilo y metandlico.
Objetivos especificos

o Determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles de cada
una de las fracciones.

o Precisar la capacidad antioxidante mediante los ensayos de captaciéon de
radicales libres 1,1 — difenil — picril — hidrazilo (DPPH), acido 2,2’ — azinobis
— (3 — etilbenzotiazolina) — 6 — sulfénico y el poder antioxidante reductor de
hierro (FRAP), de cada una de las fracciones.

o Relacionar la capacidad antioxidante de cada fraccion obtenida con el

contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles.



Il MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En un estudio se logré determinar el potencial y toxicidad del extracto de las
fracciones de S. westermanii Dusén, frente a la Artemia salina, se reportaron
compuestos presentes como alcaloides, flavonoides, iridoides, esteroides,
triterpenos en el tracto etandlico y la existencia de flavonoides en las fracciones
de cloroformo, acetato de etilo y la fraccion hidroalcohdlica restante. La actividad
antioxidante se determind0 mediante el método de secuestramiento del radical
DPPH, evidenciandose que la fraccion de acetato de etilo tuvo mayor actividad
antioxidante en comparaciéon con el 4cido ascorbico (vitamina C) y el flavonoide
rutina.!

Otro estudio logré determinar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de
compuestos fendlicos aislados de las hojas de S. nutans Sch. Bip. “wiskataya”,
utilizandose el método de secuestramiento del radical DPPH donde las
concentraciones de 150 pg/mL y 200 pg/mL mostraron mas del 50% de actividad
secuestradora del DPPH, por otro lado, se resalta que tuvieron un me respuesta
en la actividad antiinflamatoria los compuestos fendlicos aislados de las hojas de
S. nutans Sch. Bip.?

Se logro realizar la determinacién de la capacidad antioxidante de las fracciones
n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y metandlico del extracto metandlico
obtenidos de las hojas de Senecio rufescens DC, obteniéndose como resultado
gue la fraccién metandlica mostré una alta capacidad secuestradora del radical
DPPH, ABTS y mayor capacidad reductora del hierro (FRAP) con respecto a las
fracciones obtenidas.?

Un estudio acerca del contenido de fenoles y flavonoides totales en hojas de tres
especies pertenecientes al género Senecio y posteriormente determinar su
actividad antioxidante in vitro, donde se evidencié que el extracto etandlico de la

especie S. adenophylloides Sch. Bip. mostr6 un mayor contenido de fenoles



totales, flavonoides y una mejor capacidad secuestradora de radicales libres
DPPH, ABTS y, mayor capacidad reductora del hierro (FRAP); con respecto a las
especies Senecio graveolens Wedd y Senecio collinus DC.*

También se logré determinar la caracterizacion de los componentes bioactivos y
la aceptabilidad organoléptica del filtrante a base de chachacoma, donde se sabe
que la chachacoma presenta sinonimias (Senecio nutans Sch. Bip. o Senecio
graveolens). Como resultado se evidencio la existencia de compuestos bioactivos
como: saponinas, flavonoides, taninos, saponinas, azUcares reductores y
glicosidos, asi mismo se llegd a la conclusion que el uso del filtrante a base de
chachacoma son esenciales para conllevar una buena salud e incluso prevenir y
eliminar diferentes enfermedades y que al mismo tiempo el filtrante tuvo una
aceptabilidad organoléptica moderada hacia el publico consumidor.®

Otro estudio evalud el efecto antiinflamatorio, analgésico y antioxidante del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de S. canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec.
“vira vira”, donde se evalud la actividad antioxidante in vitro, mediante el método
de secuestramiento del radical DPPH, donde como resultado se obtuvo un ICso de
62.95 ug/mL para el extracto hidroalcohdlico. Mientras tanto que la actividad
antioxidante in vivo, se evidencio que las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y
glutation peroxidasa (GPx) mostraron una disminucién significativa con respecto
al control.®

Otro hallazgo bibliografico que estudié tres especies del género Senecio
provenientes del noroeste argentino, reportdé que la infusion y decoccion de la
especie S. nutans Sch. Bip., present6 mayor contenido de: fenoles totales (20,5 y
25,2 mg GAE/g hoja seca), flavonoides (8,7 vy 7,1 mg QE/g dL) y acido
cafeoilquinicos (15,9 y 18,6 mg CAE/g dL), respectivamente. Con respecto a la
actividad antioxidante la infusion y decoccion de la especie S. viridis var. viridis
Phill., mostr6 mejores resultados para los métodos de DPPH (IC50 36,0 y 34,2
pug/mL) y ABTS (IC50 20,6 y 20,8 pg/mL), respectivamente; la infusién y decoccién
de S. nutans Sch. Bip. mostr6 mejores resultados para métodos de blanqueo de
B-caroteno-linolenato (67% y 84%) y para la prueba de reduccion de Mo (VI) a Mo
(V) (28 y 36 pg/AAE, para equivalentes de acido ascorbico; 54 y 71 ug/QE, para

equivalentes a quercetina), respectivamente.’



2.2. Senecio nutans Sch. Bip.
2.2.1.Clasificacion taxonémica
2.2.1.1. Clasificacién taxonémica segun el sistema Cronquist A. 1998

REINO : PLANTAE

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

CLASE : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Senecio

ESPECIE : Senecio nutans Sch. Bip.
NOMBRE VULGAR : “wiska taya”, “chachacoma”

Fuente: Certificado emitido por la bidloga Laura Aucasime Medina de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, UNSCH 2021. (Anexo 1)

2.2.2.Sinonimia

Senecio graveolens Wedd., Senecio psychrophilus Wedd., Senecio nutans Sch.
Bip. ex boda, Senecio graveolens ar. psiloachaenius Cabrera.®-1°
2.2.3.Descripcién botanica

Es un arbusto de 20 — 50 cm de altura, fragante, glabro, resinoso, densamente
ramoso; cubierto de hojas hasta el 4pice. Sus hojas se presentan de forma
oblonga - lineares, sésiles, alternas, margen dentado y revoluto, de 3 — 12 mm de
longitud, por 2 — 7 mm de ancho. Su inflorescencia presenta capitulos discoideos,
terminales; involucro acampanado, de 6 — 7.5 mm de longitud por 5 — 6 mm de
diametro; 8 — 10 bracteas involucrales, con una mancha negra en el dorso.
Presenta flores isomorfas, tubulosas, amarrillo — rojizas. Su fruto es un aquenio
cilindrico, glabro o papiloso.*!

2.2.4 Habitat

Esta especie se encuentra en suelos arenosos — arcillosos, en campos abiertos;
adaptado a un ambiente bioclimaticos alto andino (puna).?

2.2.5.Distribucion

Especie nativa y endémica que crece entre los 3500 — 5000 msnm en la zona del
altiplano de Bolivia, Peru, Chile, y Argentina.!

2.2.6.Composiciéon quimica

Las hojas contienen catequinas, flavonoides, acidos fendlicos, taninos, azlicares
reductores, cumarinas, aminas (aminoacidos), cardendlidos, alcaloides,

antocianidinas, esteroides, mucilagos, lactonas, triterpenos, saponinas vy



glicésidos.>213 Entre los A4cidos fendlicos se han identificado: 5-
acetilsalicilaldehido, 4-hidroxi-3-(3'-hidroxiisopentil) acetofenona.

Asimismo, se han identificado compuestos arométicos como la dihidroeuparina; 4-
hidroxi-3- (isopenten-2,1) acetofenona; 3-hidroxi-2,2-dimetil-6- acetilcromona y
dos derivados de la phidroxiacetofenona: 5-acetilsalicilaldehido y 4-hidroxi3-(3’-
hidroxiisopentil) acetofenona.!! También contiene aceite esencial en el cual se ha
evidenciado la presencia de hidrocarburos monoterpenos, monoterpenos
oxigenados, hidrocarburos sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados vy
compuestos relacionados a terpenos.’® En otro estudio se identific6 25
compuestos presentes en el aceite esencial, donde predominaron los
monoterpenos (a-felandreno, a-terpineno, sabineno, A3-careno y p-cimeno).®
2.2.7.Estudios farmacologicos realizados

Entre los estudios que se han realizado a las hojas de S. nutans Sch. Bip., han
demostrado que presentaron propiedades antiinflamatorias?, vasodilatadoras?'’,
antioxidantes?*"1318  antibacteriana'®!®, hipotensoras!”!°, antihipertensiva?®,
anticancerigenas?®?! y antimicética??.

2.2.8.Propiedades y usos medicinales

Se usa de manera tradicional como infusién de hojas y ramas de la planta para
combatir malestares como coélicos estomacales, también para mitigar malestares
de mal de altura conocido como “soroche” o “puna”. Asi mismo, puede ser usado
en vapor o sahumerio para problemas como el romadizo y resfrio fuerte, se ha
evidenciado que las hojas secas trituradas untadas con Mentholatum® alivian
dolores.t!

2.3. Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan diversos compuestos denominados metabolitos
secundarios, uno de los metabolitos con alta relevancia son los compuestos
fendlicos, estas moléculas se caracterizan por presentar uno 0 MAas grupos
hidroxilos unidos al anillo aromatico?®, estas moléculas son conocidas como
polifenoles o fenilpropanoides sintetizados en las especies vegetales mediante de
la ruta del siquimato (acido shikimico), cumpliendo una funcion metabdlica
importante desde el crecimiento, reproduccion e interviniendo en funciones como
la proteccion frente a patdgenos externos y estrés oxidativo generado por la

radiacién UV y depredadores.?*



OH

Figura 1. Estructura basica del fenol.?*

2.3.1.Clasificaciéon de los compuestos fendlicos

2.3.1.1. Fenoles simples

Son compuestos que presentan en dos posiciones (1,2; 1,3y 1,4) o tres posiciones

(2,3,5 y 1,2,3) un grupo hidroxilo en el anillo aroméatico. Compuestos como:

catecol, resorcinol, hidroguinona, floroglucinol y 4 — metilresorcinol.?*

2.3.1.2. Acidos fenolicos

Se presentan en dos sub grupos:

o Acidos hidroxibenzéicos: dispone de un grupo carboxilico (grupo &cido) y
grupo hidroxilo (una o mas) unidos al anillo aromatico. Ejemplo: &cido
vanillico y acido galico.

o Acidos hidroxicinamicos: Se caracterizan por la presencia del grupo CH-
CH-COOH en reemplazo del grupo COOH presente en los acidos
hidroxibenzoicos. Ejemplo: acido cafeico, acido ferudlico, acido clorogénico,
acido p — cumarico y sus derivados glicosilados?*.

2.3.1.3. Cumarinas

Se caracterizan por la asociacion del fenol a un heterociclo oxigenado como la

umbeliferona.?*

2.3.1.4. Xantonas, estilbenos y benzofenonas

Se encuentran naturalmente en diversas plantas y se caracterizan por tener dos

anillos aromaticos unidos por una cetona, heterociclicas o grupos vinilo, como el

resveratrol (estilbeno). %

2.3.1.5. Quinonas

Son caracterizados por la presencia de un anillo diona que esta totalmente

conjugado, contando con sub grupos como la ubiquinona, tal como, la coenzima

Q10 y antraquinonas con dos anillos fenélicos como la emodina.?



2.3.1.6. Lignanos y ligninas

Son dimeros que se derivan a partir de los alcoholes cinamicos y de la fenilalanina,

con presencia en diversos alimentos. Las ligninas son polimeros fendlicos

complejos considerados los segundos bhiopolimeros de mayor presencia en los

vegetales después de la celulosa.?*
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Figura 2. Representacion esquematica de la clasificacion de los compuestos

fendlicos segiin Manach y col.?®

2.3.2.Propiedades bioldgicas
Constituyen un grupo amplio de ¢
reducir el riesgo de padecer enfe

propiedades vasodilatadoras, prom

ompuestos antioxidantes responsables de
rmedades cardiovasculares debido a sus

ueven al crecimiento y desarrollo de la

microbiota intestinal benéfica e inhiben a las bacterias patdégenas, cuentan con

efectos antiinflamatorios,

mejorando algunas caracteristicas

disminuyen

la absorcion de azlcares simples

de la diabetes tipo Il, contribuyen en el

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, Alzheimer

y esclerosis lateral amiotréfica; y cabe resaltar que la actividad con mas relevancia

y estudio es su capacidad para neutralizar radicales libres evitando efectos

oxidativos, inflamatorios y cancerigenos.?®



2.4. Flavonoides

Son compuestos originados por el metabolismo secundario de las plantas, a partir
de la via de reacciones del acido shikimico y la via de los policétidos®. Los
flavonoides constituyen una de las subfamilias mas grandes de polifenoles
naturales, que debido a sus propiedades biolégicas evidenciadas
experimentalmente los convierten en candidatos para poder explicar una relacion
entre el consumo de determinados productos vegetales y la disminucion de
padecer determinadas enfermedades degenerativas cronicas.?
2.4.1.Estructura quimica

La mayoria de los flavonoides mantienen una estructura de fenil-benzo-y-pirona o
fenil-y-cromona?’, conocidos también como compuestos fendlicos diaril-13
propanicos, debido a que tiene la estructura del tipo Cs-C3-Cs (bencénicos) unidos
entre si por una cadena de tres carbonos cicladas a través de un oxigeno. De los
tres anillos que presenta, la estructura A se origina por la ruta de los policétidos y
la B 'y Cs son originadas a partir de la ruta del acido shikimico.?® La diversidad de
flavonoides, se debe al grado de oxidacién y la presencia de radicales
sustituyentes del anillo C, dentro de cada grupo de se pueden distinguir por la
sustitucion en los anillos A y B, es por ello que se han identificado alrededor de
400 compuestos diferentes.?” Usualmente los flavonoides en los vegetales se
encuentran unidos a azuUcares, en preferencia en la posicibn Cs;, en menor
frecuencia al C7 del anillo A, se encuentran asociados formando compuestos como
o-glicésidos, comunmente asociada a la D-glucosa, seguido de la D-galactosa, la
L-ramnosa, L-arabinosa, la D-xilosa. La parte sin azlcar se le denomina

aglicona.?® (Figura 3)

Figura 3. Estructura béasica de los flavonoides.*

2.4.2.Clasificacién

Los flavonoides presentan una clasificacion de acuerdo a su variacion estructural,
se consideran subfamilias como: auronas, flavononas, isoflavonas,
neoflavonoides, flavan 3 — oles, catequinas, leucoantocianinas, antocianidinas,

deoxiantocianidinas y antocianinas.?* (Tabla 1)
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2.4.3.Actividad terapéutica
La amplia diversidad de flavonoides evidencia un campo muy amplio en la

investigacion para determinar sus actividades terapéuticas. La actividad
anticancerigena donde estos compuestos intervienen in vitro y por diferentes
mecanismos en el proceso oncogénico, lo que hace posible la utilizacién de estos
compuestos en las primeras fases del cancer o en la inhibicion de etapas
posteriores de progresion o invasion.?’

La capacidad antioxidante de los flavonoides se evidencia en diversos estudios al
tener afinidad para enlazarse a las enzimas transportadoras de hormonas y de
ADN, asi mismo, pueden quelar iones metdlicos (Fe3", Cu?", Zn?'), son
catalizadores en el transporte de electrones y neutralizar radicales libres,
farmacologicamente debido al mecanismo fitoquimico de estos compuestos se
logré usar en patologias como cardiopatias, diabetes mellitus, Ulceras, infecciones
virales, antiinflamatorios, antialérgicos, antitromboticos; y protege a la vitamina E
de la fotooxidacion e inhibe oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL).**

2.4.4.Relacion estructura — actividad de los flavonoides

La estructura que predispone los flavonoides, son determinantes para la actividad
biol6gica que cumplen, donde una estructuraciéon de la molécula genera mayor
actividad antioxidante son: el cambio de 3’4’ — orto dihidroxi en el anillo (como la
catequina, quercetina y luteolina); también la distribucién de las clases hidroxilos
que presentan una disposicion meta en los carbonos 5y 7 del anillo (apigenina y
kaempferol); y la presencia del doble enlace para carbonos 2 y 3 en unién con los
grupos 4 — ceto y 3 — hidroxilo para el anillo C (quercetina).®? (Figura 4)

Los flavonoides que presentan cambios di hidroxilos en una disposicion 3" y 4
para el anillo B muestran una mejor actividad como antioxidante, esto se debe al
a la presencia de un doble enlace entro los carbones 2 y 3, en la posicion 3 con
un grupo OH abierto, y en lugar 4 de la clase carbonilo (Figura 4). Con lo
mencionado, el flavonoide que cumple con las mejores caracteristicas para
accionar como un antioxidante mas efectivo, viene a ser la quercetina, este
flavonoide es superior a la vitamina C y E por cinco veces, como también posee

una hidrosolubilidad idéntica a esta ultima.33
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Catequina (1)

Figura 4. Caracteristicas estructurales de los flavonoides relevantes para la
actividad antioxidante.3

La estructura base que poseen los flavonoides, suelen alterarse con la adicién o
reduccién de grupos hidroxilos, metilaciéon con grupos hidroxilos o en el ntcleo del
flavonoide, formacién de biflavonoides (dimerizacion), creaciéon de bisulfatos y lo
mas relevante donde se presenta la glicosilacion dentro de los grupos hidroxilos
en cargados en la productividad de flavonoides O-glicsidos o en el nicleo del
flavonoide (produciendo C - flavonoides), también resaltar que las especies
vegetales presentan en mayor cantidad flavonoides O — glicésidos, donde uno o

mas grupos hidroxilos estan anexados a azUcares.*

Tabla 1. Ejemplo de flavonoides, su estructura y parte de su sustitucion.

Flavonoide Estructura anillo C Parte de sustitucion
naringina 5,4"-OH;7-O-Neo?
Flavanona hesperidina 5,3"-OH;4"-OMe?
eriodictiol 5,7,3,4-OH
tangeritina 5,6,7,8,4"-OMe?
Flavona luteolina 5,7,3,4-OH
apigenina 5,7,4-OH
kaempferol 5,7,3,4-OH
Flavonol guercetina 5,7,3,3,4"-OH
rutina 5,7,3",4’-0OH;3-0-Rut?
genisteina 5,7,4-OH
Isoflavonoides Diadzeina 7,4 -OH
orobol 5,7,3",4-OH
apigenidina 5,7,4-OH
Antocianidinas luteolinidina 5,7,3,4°-OH
cianidina 3,5,7,3,4 "-OH
AUTONAS sulfurgtipa 6,3:,4 :-OH
leptosidina 6,3",4 "-OH;7-OMe?

2 Neo: neohesperidosa; Me: metilo, Rut: rutinosa

Fuente: Cartaya O., 2001.32
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2.5. Radicales libres

Quimicamente es definido como toda especie quimica, que presenta carga o no,

que dentro de su estructura atbmica suelen presentar un electron desapareado o

impar en el orbital externo, ocasionandole una gran inestabilidad®®. El radical en

busca de estabilizarse llega a sustraer electrones de moléculas estables,

ocasionando a su vez que la molécula estable que cediod su electron se convierta

en radical libre generando una reaccién en cadena que destruye las células.®®

Principales especies prooxidantes:

o Radical hidroxilo (HO")

. Peréxido de hidrégeno (H20)

. Anién superoéxido (O2)

. Oxigeno singlete (*0y)

o Oxigeno nitrico (NO)

o Peréxido (ROO)

o Semiquinona (Q)

o Ozono

2.5.1.Fuentes que generan radicales libres®

o Fuentes externas: Tabaquismo, alcoholismo, contaminacién atmosférica,
carcinégenos y mutagenos; herbicidas y insecticidas; la sobreexposicion a
rayos UV, reactores nucleares; sustancias quimicas usados en el
procesamiento de alimentos, medicamentos en general; contaminacion
ambiental; también los pensamientos negativos producto de avaricia, celos,
ira, y odio.

. Fuentes internas: Fagocitosis, metabolismo celular del oxigeno,
peroxidacion lipidica.

2.5.2.Efectos farmacoldgicos de los radicales libres

Biolégicamente son formados en nuestro organismo por diversos mecanismos

ocasionan problemas como cardiopatias isquémicas y el infarto agudo de

miocardio esto se debe a un exceso de radicales libres donde inicia con un evento

ateroesclerdtico a causa de que el radical libre sustrae un electron de una grasa

poli — insaturada del colesterol conocida como lipoproteina de baja densidad

(LDL), este evento ocasiona dafio al endotelio lo que origina formacién de nuevos

radicales libres desencadenando un problema generalizado.*

En el caso de la diabetes mellitus a los radicales libres se les relacionan que el

estrés oxidante que producen genera complicaciones diabéticas a causa del dafio
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de los radicales libres y que en personas diabéticas la hiperglucemia crénica
aumenta la formacion de radicales libres.3®
El estrés oxidativo y el proceso tumoral se encuentran intimamente relacionados
ya que estudios desde 1990 evidenciaron que algunos agentes oxidantes como el
peréxido de hidrégeno, desarrollan un papel importante para la formacién de
segundos mensajeros responsables para la activacién, diferenciacion vy
proliferacién celular, una caracteristica de las células tumorales destaca el
aumento del peréxido de hidrogeno, y el sistema antioxidante innato se ve
disminuida generando susceptibilidad a presentar alteraciones moleculares
ocasionando la proliferacion y diseminacion de las células tumorales.®®

2.6. Antioxidantes

Se define a los antioxidantes como toda sustancia capaz de retrasar y prevenir la

oxidacion de cualquier sustrato oxidable a pesar de encontrarse a concentraciones

muy bajas con respecto al sustrato oxidable*®. El cuerpo humano cuenta con una
red de antioxidantes enziméticos y no enziméaticos.

. Antioxidantes no enziméticos: Vitamina C o &cido L — ascérbico, vitamina
E, carotenos, coenzima Q10, polifenoles, glutation, acido lipoico.

. Antioxidantes enzimaticos: Superéxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa.

o Otros antioxidantes: Vitaminas del complejo B, omega 3 y 5, aminoacidos
(arginina, histidina y glicina), proteinas (lactoferrina, albumina,
ceruloplasmina, transferrina y bilirrubina), minerales (cinc, hierro, cobre,
selenio, cromo).

Se evidencia la capacidad antioxidante de sustancias obtenidas de fuente

exogena como los polifenoles que son ampliamente estudiados, tal es el caso de

los flavonoides presentes en la uva a quien se le atribuy6 la capacidad de inhibir
la susceptibilidad de las LDL a oxidarse, estos polifenoles se encuentran en frutos
secos, frutos tipos bayas de color y citricos; presentes en forma de taninos,
fitoestrégenos, catequinas, antocianidinas, proantocianidinas, citroflavonoides,
isoflavonoides; que evidencian una actividad antioxidante elevada.*®*! Existe una
fuerte relacion de los polifenoles con los antioxidantes enziméticos, donde se les
considera potentes antioxidantes con capacidad de neutralizar radicales libres

(superoxido, radicales lipidicos y oxigeno singlete), y que a su vez estimula la

produccion de la enzima superdxido dismutasa, que es un agente antioxidante

enzimatico de gran jerarquia con efecto protector en el organismo.**
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Figura 5. Interaccion entre radicales libres y moléculas antioxidantes.*°

2.7. Medicion de actividad antioxidante

Debido al incremento de los estudios de diversos compuestos sobre su
comportamiento como agentes antioxidantes, se desarrollaron diversos métodos
analiticos para determinar la actividad antioxidante. Los mecanismos por el cual
los agentes antioxidantes ejercen su accion es por captura de radicales libres,
guelacién de metales, formacion de complejos, actividad reductora, activacion de
sistemas biolégicos antioxidantes; en un extracto obtenido existe una mezcla de
diversos compuestos cada uno con diferente mecanismo antioxidante
produciendo un sinergismo en la actividad antioxidante, y es por eso, que es
necesario distintos analisis para poder considerar un mecanismo de accion de los
antioxidantes presentes.*?

Los compuestos antioxidantes cumplen la accion estabilizadora de radicales libres
mediante dos mecanismos, transferencia de &tomos de hidrégeno (TAH) que son:
ORAC, TRAP, DCFH-DA, ensayo de crocina; y el segundo método es la
transferencia de electrones (TE) que son: FRAP, DPPH y DMPB. Mientras que el
ensayo de ABTS cumple un mecanismo mixto de TE y TAH.%34°
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Tabla 2. Clasificacién de los ensayos para determinar la actividad antioxidante de
acuerdo al modelo de reaccion.

Categoria Ensayo Medida Técnica
Capacidad de Inhibicién de la caida
absorcién del radical de fluorescencia de Fluorimetria

Transferencia
de atomos de
hidréogeno
(TAH)

oxigeno (ORAC)

PE/FL

Parametro antioxidante
de captura total de
radicales (TRAP)

Oxigeno consumido

Electrodo de
oxigeno

Inhibicion de Espectrofotometria
DCFH-DA oxidacién de DCFH- P otom
- Fluorimetria
DA
Inhibicién de

Ensayo Crocina

oxidacion de Crocina

Espectrofotometria

Transferencia
de electrones
(TE)

Poder de reduccién
antioxidante del hierro

Reduccion TPTZ-Fe3*

Espectrofotometria

(FRAP) a TPTZ-Fe?*
1,1-difenil-2-picril- Reduccion del radical Espectrofotometria
hidrazilo (DPPH) DPPH
N, N- dimetil-p- Reduccion del Espectrofotometria
fenilendiamina (DMPB) DMPB*

Mixtos (TAH &
TE)

acido 2,2"azino-bis (3-
etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS™)

Descenso de ABTS*

Espectrofotometria
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[l MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de
Farmacognosia, de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga.
3.2. Definicién de la poblacién y muestra
3.2.1.Poblacion
Hojas de Senecio nutans Sch. Bip.
3.2.2.Muestra
Un kilogramo de hojas de Senecio nutans Sch. Bip., recolectadas en el distrito de
Vinchos, provincia de Huamanga del departamento de Ayacucho a una altura de
4130 msnm, localizada exactamente a una latitud -13.381865° y longitud -
74.477772°. (Anexo 2)
El tipo de muestreo fue por conveniencia.
3.2.3.Unidad de anélisis
Extracto metandlico de hojas de Senecio nutans Sch. Bip. y las fracciones de n —
hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol obtenidas a partir del extracto
metandlico.
3.3. Procedimiento para larecolecciéon de datos
3.3.1.Recoleccion de la muestra vegetal
Las hojas fueron recolectadas en horas de la mafiana durante el mes de diciembre
de 2021, seleccionandose las hojas que estén en buen estado de conservacion,
siendo guardadas en cajas de cartobn para su transporte al Laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga. (Anexo 3)
Una parte de la muestra colectada fue enviada al despacho de la Bidloga Laura

Aucasime para su certificacion botéanica correspondiente.
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3.3.2.Desecacion
Las hojas fueron separadas de los tallos y previa limpieza colocadas sobre una
base de papel Kraft, mantenidas a la sombra a temperatura ambiente, volteAndose
constantemente hasta lograr un secado uniforme y asi evitar que la humedad lo
deteriore. Luego se procedid a la molienda con un molino doméstico (licuadora)
hasta conseguir un polvo fino, luego fue conservado en un frasco de vidrio ambar
en refrigeracion. (Anexo 4)
3.3.3.0btencidén de extracto metandlico
100 g de muestra pulverizada fueron colocados en un matraz y extraidos con 2 L
de metanol por maceracion dindmica por un periodo de cuatro horas con la ayuda
de un agitador magnético, realizandose este proceso por dos veces, se filtro el
extracto, se reunieron los filtrados para luego ser concentrado en un evaporador
rotatorio (BUCHI R300), hasta obtener sequedad. El extracto seco se conservo en
refrigeracion a 4°C, hasta su uso. Se determiné el porcentaje de rendimiento del
extracto en relaciéon a los 100 g de muestra seca en polvo. (Anexo 4)
3.3.4.Fraccionamiento del extracto metandlico por cromatografia en
columna
Se utilizé una columna cromatografica de vidrio de 1.5 x 60 cm empacada con 25
g de silica gel 60 para columna cromatografica (70 — 230 mesh, Merk ®) eluida
con n — hexano. Se peso 1,3 g del extracto metandlico se mezcld con silica gel
de columna y se coloc6 sobre la columna cromatografica. Se procedi6 a realizar
eluciones sucesivas con 100mL de n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol, respectivamente. Se colectd las fracciones obtenidas y se concentrd en
un evaporador rotatorio (BUCHI R300) hasta obtener un extracto seco, los cuales
fueron conservadas en refrigeracién a 4°C hasta su uso. Se peso los extractos
obtenidos y se determiné el porcentaje de rendimiento con referencia a los 1,3 g
de extracto metandlico utilizado para el fraccionamiento. (Anexo 5)
3.3.5. Tamizaje fitoquimico
Se sigui6 el procedimiento descrito por Miranda (2002)%¢, el cual consiste en
reacciones de precipitacibn y coloracion para identificar los metabolitos
secundarios presentes en un extracto. (Anexo 7)
3.3.6. Determinacién del contenido de fenoles totales
Se utilizé el método del reactivo de Folin — Ciocalteu.*” Se preparé la muestra a
una concentracion de 1mg/mL con metanol. En un tubo de ensayo se tomé 150

pL de muestra y se mezcld con 150 pL del reactivo Folin — Ciocalteu (Merk ®)
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0,25N; seguido de 2400 L de agua destilada, se mezclé durante 5 min y se dejé
en reposo por 3 min. Seguido se adiciond 300 pL de solucion de carbonato de
sodio 1N. La mezcla se llevé a incubacién en oscuridad por 2 h a temperatura
ambiente. Se realiz6 las lecturas de la absorbancia de las muestras a una longitud
de onda de 725 nm (Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 10S — THERMO
SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccién. Se elabor6 una curva de calibracion
con el estandar 4cido galico (0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 pg/mL) Todos
los ensayos fueron realizados por una triple repeticion. Los resultados son
expresados como miligramos equivalentes de acido géalico por gramo de extracto
(mg GAE/g Ext.). (Anexos 8, 14, 15, 16)

3.3.7. Determinacion del contenido de flavonoides

Se realizd6 segin el método descrito por Zhishen y col.“®, con algunas
modificaciones. Se preparé la muestra a una concentraciéon de 1mg/mL con
metanol. En un tubo de ensayo se mezclé 500 uL del extracto con 500 pL de agua
destilada y 150 pL de nitrito de sodio al 5%. Después de 5 min, se afiadié 150 pL
de cloruro de aluminio al 10%. Luego de 6 min, se afiadido 2 mL de hidréxido de
sodio al 4%. Finalmente se completé hasta 5 mL con agua destilada y se
homogenizé la mezcla en un vortex; se dejo reposar durante 15 min a temperatura
ambiente en ausencia de luz. Se realiz0 las lecturas de la absorbancia de las
muestras a una longitud de onda de 510 nm (Espectrofotometro UV — Vis
GENESYS 10S — THERMO SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccién. Se
prepar6 una curva de calibracion fue a partir de estandar quercetina (40,0; 80,0;
120,0; 160,0; 200.0 pug/mL). Todos los ensayos se realizaron por una triple
repeticion. Los resultados son expresados en miligramos equivalentes de
quercetina por gramo de extracto (mg QE/g Ext.). (Anexos 9, 17, 18 ,19)

3.3.8. Determinacion del contenido de flavonoles

Se realizé por método descrito por Miliauskas y col.*°, Se utilizé la muestra a una
concentracion de 1mg/mL con metanol. En un tubo de ensayo se afiadié 500 pL
de muestra, 500 pL de agua destilada, después se mezclé con 2 mL de cloruro de
aluminio (al 4%) y 6 mL de acetato de sodio (al 5%). Se dejo en reposo por 2,5
horas a 20°C. Se realizé las lecturas de la absorbancia de las muestras a una
longitud de onda de 440 nm (Espectrofotémetro UV — Vis GENESYS 10S —
THERMO SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccion. Se prepar6 una curva de
calibracion fue a partir de estandar quercetina (0,0; 4,0; 6,0; 8,0; 16,0; 20,0 pg/mL).

Se realizaron todos los ensayos por una triple repeticién. Los resultados son
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expresados en miligramos equivalentes de quercetina por gramo de extracto (mg
QE/g Ext.). (Anexos 10, 20, 21, 22)
3.4. Determinacion de la capacidad antioxidante
3.4.1.Método de la actividad secuestradora del radical 1,1 — difenil — picril —
hidrazilo (DPPH)
Se procedid a realizar de acuerdo al método descrito por Brand — Williams y col.,
modificado por Thaipog y col.#’, para el cual se utiliz6 la muestra a una
concentracion de 1mg/mL con metanol. Se preparé la solucién patron (SP) del
radical libre DPPH de 20mg/mL en metanol. A partir de alli se preparé la solucién
de trabajo (ST), diluyendo de 10 mL de SP con 45 mL de metanol, realizando una
lectura de la absorbancia inicial a 515 nm, ajustandose a 1,1 + 0.02 con metanol.
Se tomd en un tubo de ensayo 150 pL de la muestra, seguido se afiadié 2850 pL
de ST para luego homogenizar en un vortex. La muestra fue incubada en la
oscuridad por 24 h. Se realiz6 las lecturas correspondientes de las absorbancias
de las muestras a 515 nm (Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 10S -
THERMO SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccion. El porcentaje de actividad
secuestradora del radical libre se calcul6é de acuerdo a la siguiente relacion:

DPPH — A

A
% de actividad secuestradora del DPPH = l MpJ x100

ADPPH
En donde Aoerrny Amp COrresponde a la absorbancia inicial del DPPH y muestra,

respectivamente.

Ademas, se dispuso de una curva estandar a partir de una solucion stock
conteniendo 12,5 mg de Trolox en 50 mL de metanol, se tomo alicuotas de (1,0;
2,0; 4,0; 6,0; 8,0 mL) aforados en una fiola de 10mL con metanol y fueron agitadas
durante 5 min. Se tom6 150 pL de cada diluciéon para luego ser mezclado’ con
2850 uL de ST para después homogenizarlas en un vortex, se dejo en incubacion
durante 24 h. Se realiz6 las lecturas correspondientes de las absorbancias de las
muestras a 515 nm (Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 10S - THERMO
SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccion. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado. Los resultados fueron expresados como pmoles equivalentes a Trolox
por gramo de extracto (umoles ET/g Ext.). (Anexos 11, 23, 24, 25)

3.4.2.Método del secuestramiento del cation radical del acido 2,2’ — azinobis

— (3 —etilbenzotiazolina) — 6 — sulfénico (ABTS®)
Se procedio a realizar el ensayo de acuerdo al método descrito por Arnao y col.,

modificado por Thaipog y col.*” La muestra se prepard a una concentracion de
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1mg/mL con metanol. Se prepard la solucion patrén de ABTS (SP), constituida por
40,6 mg de ABTS aforado en 10 mL con agua destilada y 7 mg de persulfato
aforado en 10 mL de agua destilada, ambas disoluciones fueron mezcladas en un
frasco &mbar y resguardados en oscuridad durante 12 h. La solucion de trabajo
(ST) se prepar6 tomando 1 mL de SP diluido con 60 mL de metanol, realizando
una lectura de la absorbancia inicial a 734 nm, ajustandose a 1,1 + 0.02 con
metanol. Se tomo 150 pL de muestra en un tubo de ensayo, se afiadié 2850 L
de ST para luego homogenizar en un vortex, se dejé en reposo por 2 horas. Se
realizo las lecturas correspondientes de las absorbancias de las muestras a 734
nm (Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 150 — THERMO SCIENTIFIC), contra
un blanco de reaccion. El porcentaje de actividad secuestradora del radical libre
se calcul6 de acuerdo a la siguiente relacion:

Apprs — Amp

% de actividad secuestradora del ABTS = [ JxlOO

ABTS

En donde AastsY Amp CcOrresponde a la absorbancia inicial del ABTS y la muestra,
respectivamente.

Ademas, se dispuso de una curva estandar a partir de una solucién stock
conteniendo 12,5 mg de Trolox en 50 mL de metanol, de la cual se tomé alicuotas
de (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mL) aforados en una fiola de 10mL con metanol y fueron
agitadas durante 5 min. Se tomaron 150 L de cada dilucion y se mezclé con 2850
uL de ST para después homogenizarla en un vortex, se dejoé en incubacion en la
oscuridad durante 2 h. Se realizd las lecturas correspondientes de las
absorbancias de las muestras a 734 nm (Espectrofotémetro UV — Vis GENESYS
10S — THERMO SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccion.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados fueron expresados
como pmoles equivalentes a Trolox por gramo de extracto (umoles ET/g Ext.).
(Anexos 12, 26, 27, 28)

3.4.3.Método de reduccién de hierro (FRAP)

Se procedio a realizar el ensayo de acuerdo al método descrito por Benzie y Strain
modificado por Thaipog y col.*” Se preparé la muestra a una concentraciéon de
1mg/mL con metanol. Se preparé una solucién patrén (SP) constituida por tres
soluciones: la primera solucion (S1) es un buffer acetato pH 3,6 (310 mg de
acetato de sodio y 1,6 mL de acido acético aforado en 100 mL de agua destilada),
la segunda solucién (S2) se prepar6 con 31,2 mg de 2,5,6 — tripiridil — s — triazina

(TPTZ) aforado en una fiola de 10 mL con HCI 40 mM vy la tercera solucién (S3)
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se preparé con 54,1 mg de cloruro férrico aforado en una fiola de 10 mL con
metanol. La solucién de trabajo (ST) se prepar6 en una proporcion de 25:2,5:2,5
de las soluciones S1, S2 y S3 respectivamente; se llevd a bafio maria a 37°C
durante media hora. Se tomo 150 pyL de muestra en un tubo de ensayo, se afiadié
2850 pL de ST para luego homogenizarla en un vortex, se dejé en reposo por 2
horas. Se realizd las lecturas correspondientes de las absorbancias de las
muestras a 593 nm (Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 10S — THERMO
SCIENTIFIC), contra un blanco de reaccion.

Ademas, se dispuso de una una curva estandar a partir de una solucién stock
conteniendo 12,5 mg de Trolox aforados en 50 mL de metanol, de la cual se tomé
alicuotas de (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 mL) aforados en una fiola de 10mL
con metanol y fueron agitadas durante 5 min. Se tomaron 150 pL de cada dilucion
y se mezclé con 2850 uL de ST para después homogenizarlas en un vortex,
dejadas en incubacién en la oscuridad durante 30 minutos. Se realiz6 las lecturas
correspondientes de las absorbancias de las muestras a 515 nm
(Espectrofotometro UV — Vis GENESYS 10S — THERMO SCIENTIFIC), contra un
blanco de reaccion.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados fueron expresados
como pmoles equivalentes a Trolox por gramo de extracto (umoles ET/g Ext.).
(Anexos 13, 29, 30, 31)

3.5. Andélisis de datos

Los resultados obtenidos fueron expresados como el promedio * desviacion
estandar obtenidas de tres repeticiones por réplica, realizandose tres réplicas. Las
diferencias entre el contenido de fenoles totales, flavonoides, flavonoles y la
capacidad antioxidante por los ensayos del DPPH, ABTS y FRAP de los extractos,
seran evaluadas mediante el analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
comparaciones multiples de Scheffé con un nivel de confianza de 95% (p<0,05),
todo el procedimiento fue desarrollado con el programa SPSS (Stadistical

Package for Socials Sciences), version 26,0 en espafiol.
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V. RESULTADOS

23



Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto metandlico total y las
fracciones de n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y metandlico del extracto
metandlico de hojas de S. nutans Sch. Bip. Ayacucho 2022.

Fracciones
Metabolitos Extracto
i 5li n-— . Acetato
secundarios metandlico Diclorometano . Metanol
hexano de Etilo
Fenoles + + + + +
Flavonoides + - - + +
Azlcares + - - + +
reductores
Aminoacidos + - - + +
Cumarinas + - - + -
Terpenos + + + - -
Resinas + + + + -
Alcaloides + + - - -
Catequinas + - - - +
LEYENDA:
) : Ausencia
(+) : Presencia
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Tabla 4. Rendimiento del extracto metandlico de las hojas de S. nutans Sch. Bip. y de
sus fracciones. Ayacucho 2022.

Peso seco de Porcentaje de
., Peso de o
Extracto y/o fraccion muestra (g) extracto y/o rendimiento

9 fraccion (g) (%)
Extracto metandlico total 100 27.44 27.44*
Fraccion n —hexano 1,3 0.1 7,69**
Fraccion diclorometano 1,3 0.3 23,08**
Fraccion acetato de etilo 1,3 0,1 7,69**
Fraccién metanodlica 1,3 0,5 38,46**

LEYENDA:

* Rendimiento obtenido a partir de 100 gramos de muestra de hojas secas de S. nutans Sch. Bip.
** Rendimiento obtenido a partir de 1,3 gramos del extracto metandlico total de hojas de S. nutans
Sch. Bip.
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Tabla 5. Contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles en el extracto metandlico total y las fracciones de n — hexano, diclorometano, acetato de
etilo y metanol del extracto metandlico de hojas de S. nutans Sch. Bip. Ayacucho 2022.

Relacién
Extracto / Fenoles totales (mg Flavonoides (mg Flavonoles (mg QE/g
Fraccion GAE/g de extracto) QE/g de extracto) de extracto) Flavonoides / Flavonoles /
Fenoles Totales Flavonoides
Extracto 620,68 + 4,30° 345,77 + 8,27¢ 56,41 + 0,88¢ 0.56 0.16
metandlico total
Fraccion a ) )
n — hexano 154,47 + 8,50 ND ND
_ Fraccion 439,58 + 5,95P 34,16 + 7,29V 31,88 + 2,290 0.08 0.93
diclorometano
Frac‘;'ggtﬁ%etato 721,06 + 4,40 239,72 + 9,10¢ 137,48 + 4,70° 033 0.58
Fraccion 682,36 + 3,60¢ 189,59 + 7,88¢ 45,68 +1,74¢ 0.28 0.24
metandlica
Valor p <0.05 <0.05 <0.05 - -

Los resultados son expresados a partir del promedio + desviacion estandar. (DE) de tres réplicas.

Las letras diferentes en superindice, significan diferentes respuestas o diferencias significativas entre las muestras.
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Tabla 6. Capacidad antioxidante del extracto metandlico total y las fracciones de n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto
metandlico de hojas de S. nutans Sch. Bip. Ayacucho 2022.

DPPH ABTS

FRAP (umoles

Extracto / Fraccion % pmoles ET/g de % pmoles ET/g de nI]EJ(/e%t(::)
muestra muestra
Extracto metandlico total 90,85 + 0,29¢ 800,11 + 2,534 46,78 + 0,39¢ 662,76 + 5,45¢ 635,73 + 1,834
Fraccion n — hexano 6,51 + 0,292 50,20 + 2,612 17,21 +0,21° 249,33 + 2,95P 114,44 + 1,31°
Fraccion diclorometano 7,70 £ 0,220 60,76 + 1,93° 15,88 £ 0,162 230,76 + 2,262 37,95 +1,202
Fraccion acetato de etilo 44,92 +0,27¢ 391,78 £ 2,36° 56,66 + 0,48 800,44 + 6,68 599,15 £ 1,57¢
Fraccién metandlica 91,29 £0,11¢ 804,09 £ 0,97¢ 58,24 + 0,41° 822,51 £5,67¢ 784,17 £ 2,21°
Valor p <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

Los resultados son expresados a partir del promedio + desviacién estandar. (DE) de tres réplicas.

Las letras diferentes en superindice, significan diferentes respuestas o diferencias significativas entre las muestras.
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V. DISCUSION

La Tabla 3, evidencia los resultados obtenidos a partir del tamizaje fitoquimico que
fue realizado al extracto metandlico y fracciones y fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de hojas de S.
nutans Sch. Bip., recolectadas en el distrito de Vinchos - Huamanga, donde el
extracto metandlico y la fraccibn metandlica presentaron una presencia muy
abundante para fenoles, flavonoides, azucares reductores, aminoacidos; seguido
de la fraccion acetato de etilo con presencia abundante para fenoles, flavonoides
y azUcares reductores; las fracciones n — hexano y diclorometano evidencian una
presencia abundante para terpenos; mientras que, la fraccion n — hexano mostré
una presencia para alcaloides. (Anexo 7) Si bien es cierto los alcaloides son
extraidos en gran mayoria por diclorometano a condiciones especificas®, sin
embargo, en nuestro reporte se evidencia que los alcaloides dieron positivo en la
fraccion de n — hexano, lo que probablemente podria indicar que los alcaloides
presentes en el extracto tuvieron una afinidad al solvente de baja polaridad, tal
como se indica en un estudio donde todas las formas de alcaloides pirrolizidinicos
tienen una ligera solubilidad en solventes no polares (n — hexano)®!, y tal como se
indica que en especies del género Senecio hay evidencia de alcaloides
pirrolizidinicos.'* Por otro lado, la fraccién diclorometano muestra una reaccién
positiva para resinas y terpenos, esto corrobora lo que indica Yang Y., y col.*4, que
las especies del género Senecio presentas monoterpenos, diterpenos,
sesquiterpenos y triterpenos, a su vez estos componentes son de baja polaridad
y extraidos con diclorometano, sin embargo, también observamos que el fraccion
de acetato de etilo también hay una reaccidn positiva para resinas, que
probablemente se debe a que no se llegd a agotar completamente los compuestos
resinosos con diclorometano. Existen reportes de muestras recolectadas en la
provincia de Castrovirreyna — Huancavelica, donde en una infusién a partir de

hojas, tallos y flores de S. nutans Sch. Bip., se evidencio la presencia moderada
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para azlcares reductores, flavonoides, glicosidos y una presencia buena para
saponinas y taninos®, por otro lado, también se reportan que en los extractos
hidroalcohdlicos de hojas de S. adenophylloides, S. graveolens Weed (S. nutans
Sch. Bip., recolectada en Chuschi, Cangallo) y S. collinus DC; una presencia
abundante para fenoles y una presencia significativa para flavonoides®*, también
dos estudios de un extracto hidroalcohodlico de hojas secas S. nutans Sch. Bip.,
recolectadas del distrito de Chipao — Lucanas, evidenciaron una cantidad
moderada de fenoles, taninos, alcaloides, flavonoides, sesquiterpenos vy
cumarinas®®?2, todos los estudios fitoquimicos han determinado presencia positiva
para compuestos fendlicos y flavonoides, todas las especies vegetales con
presencia de estos compuestos son una fuente probable de antioxidantes®2.
También existen reportes del screening fitoquimico en otras especies del género
Senecio, como en S. westermanii Dusen, en el cual en su extracto alcohdlico se
reveld presencia de iridoides, flavonoides, alcaloides, triterpenos / esteroides,
aminogrupos y heterésidos de saponinas?, por otro lado, también se reporta la
presencia moderada de alcaloides, triterpenoides/esteroides; y una presencia
abundante para saponinas, nucleos esteroidales, compuestos fendlicos y

flavonoides en un extracto hidroalcohdlico de partes aéreas de S. canescens®.

En la Tabla 4, se muestra el rendimiento de un 27,44% de extracto metandlico a
partir de una muestra de 100 g de hojas, un porcentaje considerable obtenido por
extraccion dindmica por agotamiento; mientras que, en las fracciones se
obtuvieron 7,69 % de n — hexano, un 23,08 % diclorometano, un 7,69 % acetato
de etilo y un 38,46 % metanol de una muestra de 1,3 g. El fraccionamiento
realizado facilité lograr separar los componentes quimicos que estan presentes en
el extracto metandlico con solventes de diferentes polaridades, arrastrando por la
columna a los componentes que afinidad tienen al solvente, donde se evidencié
gue se obtuvo un mayor porcentaje de la fraccibn metandlica y un menor
porcentaje las fracciones n — hexano y diclorometano. Justil H. y col.®3, evidencian
gue mientras mas aumenta la polaridad del solvente, también aumentara el
rendimiento del extracto. Existen reportes de que hay compuestos como
diterpenos, monoterpenos, triterpenos y sesquiterpenos presentes en gran
cantidad en especies pertenecientes al género Senecio'4; por lo que estos
compuestos pueden ser mas solubles en diclorometano y esto conllevd a un

porcentaje de rendimiento significativo. Por otro lado, la especie S. rufescens DC.,
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su fraccién metandlica obtuvo un 40% de rendimiento que indica superioridad con

respecto a nuestro reporte.

En la Tabla 5, se reporta el contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles
presentes en el extracto metandlico a partir de las partes aéreas de S. nutans Sch.
Bip., obteniéndose como resultado 620,68 + 4,30 mg GAE/g Ext.; 345,77 + 8,27
mg QE/g de extracto y 56,14 + 0,88 mg QE/g Ext., respectivamente. Para cada
fraccion de acuerdo a la separacion por polaridad realizada, se obtuvo como
resultado un mayor contenido de fenoles en las fracciones acetato de etilo (721,06
+ 4,40 mg GAE/g Ext.) y la fraccibn metandlica (682,36 + 3,60 mg GAE/g Ext.),
respectivamente. También se resalta que la fraccion acetato de etilo (239,9,10 +
9,10 QE/g Ext.) y la fraccién metandlica (189,59 + 7,88 QE/g Ext.), evidenciaron
un mayor contenido de flavonoides, finalmente solo la fraccién acetato de etilo
evidencié un mayor contendido de flavonoles (139,30 + 1,48 QE/g Ext). La
fraccion acetato de etilo mostré mayor cantidad de los tres compuestos que
posiblemente se deba a que tenga compuestos unidos a azUcares formando
glicésidos lo que le brindan una mayor afinidad para separarse con este solvente.
Las diferencias estadisticas entre el contenido presente de los tres compuestos
del extracto metandlico y de sus fracciones fueron significativas (p < 0,05).
(Anexos 8, 9, 10, 16, 19, 22, 32, 33).

En nuestros resultados podemos observar la presencia de compuestos fendlicos
en el tamizaje y la cuantificacion de compuestos fendlicos en las fracciones n —
hexano y diclorometano, esto se debe probablemente a que el extracto metandlico
total posee ciertos compuestos fendlicos afines al n — hexano y diclorometano, tal
como indica Pérez-N4jera V., y col.>* ; que existen flavonoides de menor polaridad
como (isoflavonas, flavanonas, flavonas y flavonoles), que se extraen con
diclorometano; esto corrobora que se obtuvo como resultado minimo la presencia
de flavonoles en la fraccion de diclorometano. Asi mismo, probablemente nuestro
extracto presenta compuestos afines al n — hexano y diclorometano y por ello en
la cuantificacion de fenoles y flavonoides reportan un resultado minimo. También
resaltar que existen compuestos resinosos fendlicos, tal como los estudia
Langenheim J.%5, estas resinas fendlicas probablemente estén presentes en el
extracto del S. nutans Sch. Bip, y por ese motivo adicional también resulte positivo

para fenoles en el tamizaje y su respectiva cuantificacion.
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Existen literaturas que reportan el contenido de fenoles totales y flavonoides a
partir del extracto hidroalcohdlico de tres especies S. adenophylloides, S.
graveolens Weed y S. collinus DC, donde evidenciaron resultados cuyos rangos
estuvieron entre 63,07 + 0,25, 40,55 + 1,01 y 30,47 + 0,45 mg GAE/g de extracto
para fenoles totales por cada especie respectivamente, resaltando la especie S.
adenophylloides con mayor contenido de fenoles con respecto a las otras dos
especies®. Por otro lado, Surco-Laos P, y col.'3, reporta un contenido de fenoles
totales (67,91 + 0,29 mg GAE/g de extracto), de un estudio de extraccion
hidroalcohdlica de S. nutans Sch. Bip., también, Lizarraga E. y col.”, en su estudio
de los extractos liofilizados acuosos de S. nutans Sch. Bip., obtenidos mediante
infusién y decoccion, reportaron un contenido de fenoles totales (20,5 + 0,2 25,2
+ 0,4 mg GAE/dL, para infusion y decoccion, respectivamente), sin embargo, no
se puede hacer comparaciones porque en la literatura el contenido de fenoles
totales, siempre se reporta como mg GAE/ g de extracto seco o mg GAE/g de
muestra seca. Con respecto a otras especies del género Senecio, Albayrag S. y
col.%¢, recolectaron cuatro especies del género Senecio (S. fluviatilis, S.
nemorensis, S. pseudo — orientalis y S. racemosus) en Turquia, donde reportaron
el contenido de fenoles sobresaliendo la especie S. racemosus con mayor
contendido de fenoles totales. Otro reporte de la especie S. anteuphorbium
recolectada en la ciudad de Sidi — Ifni al suroeste de Marruecos por Lahlou F. y
col.%’, reportaron el contenido de fenoles de acuerdo a la forma de extraccion,
obteniéndose: extraccién por soxhlet, maceracion con metanol, decoccién y
maceracién acuosa observandose que la extraccién que se realizé por soxhlet
presentd mayor contenido de fenoles. Otra literatura evidencié el contenido de
fenoles totales a partir del extracto metandlico y fracciones de hojas de S.
rufescens, obteniéndose: la fraccibn metandlica y fraccion acetato de etilo
fracciones con mayor contenido fendlico®. Otro estudio reporta una cuantificacion
inferior a nuestro con respecto a fenoles totales en la fraccion de acetato de etilo
de S. clivicolus Weed.,*® , otro extracto de las partes aéreas de S. vernalis Waldst,
& Kit., también reporto un contenido de fenoles totales *°, otro estudio de las partes
aéreas de S. hoggariensis Batt. & Trab., también reporta contenido de fenoles °,
también para la fraccion acetato de S. angulatus L.f., etilo mostr6 un contenido de
fenoles totales, que comparado con nuestro estudio no lo supero en la
cuantificacion®!, como también la especie S. cilicius Boiss., reporté un contenido

fenoles en los extractos etandlico y metandlico donde se observa que nuestros
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reportes muestran supremacia con respecto al contenido de fenoles de otras

especies del género Senecio®.

En nuestro estudio, se observa que hay una variacioén en el contenido de fenoles
totales obtenidos del extracto total y de cada una de las fracciones, hay evidencia
de estudios que indican que la extraccion de compuestos fendlicos esté influida
por el tipo de: compuesto fendélico, método de extracciéon y solvente utilizado>*,
claramente en nuestro estudio la fraccién acetato de etilo y fraccibn metandlica
ambos solventes con alta polaridad, mostraron un alto contenido de fenoles
totales; mientras tanto la fraccion n — hexano, solvente de baja polaridad present6
un bajo contenido de compuestos fendlicos. Existen diversos estudios que
demuestran la correlacion entre el contenido de fenoles totales con el aumento de
la polaridad del solvente3384 asi mismo, el metanol es usado para extraer
compuestos fendlicos polares y polares medios como: glucésidos de flavonoides
y &cidos fendlicos®®, por ello nuestro estudio de extraccion metandlica reportéd
mejores resultados de contenido de fenoles totales, con respecto a las otras
evidencias que reportan extracciones de tipo acuosa o hidroalcohélica, asi como
reporta Aguilar E. y col.?, que la fraccién de metanol mostré6 mayor contenido de
fenoles totales, lo que también concuerda con nuestros resultados. En el presente
reporte acerca del contenido de fenoles totales indican aparentemente mayor
contenido respecto a diferentes especies mencionadas del género Senecio

halladas en la bibliografia.

En el caso de flavonoides, existen reportes que evidenciaron: 64,15 + 1,99 mg
QE/g Ext., 27,42 £ 1,55 mg QE/g Ext. y 26,20 + 0,34 mg QE/g de Etx., de especies
S. adenophylloides, S. graveolens Weed y S. collinus DC, respectivamente,
sobresaliendo el S. adenophylloides con respecto a las otras especies. Lahlou F.
y col.%’, reportaron el contenido de flavonoides de acuerdo a la forma de
extraccion, obteniéndose: extraccibn metandlica mediante soxhlet, por
maceracion con metanol, decoccidén y por maceracion acuosa, evidenciando que
la extraccion metandlica mediante soxhlet tiene el mayor contenido de flavonoides.
Para otras especies del género Senecio, la literatura evidencié una variabilidad en
el contenido de flavonoides de las hojas secas obtenida de la infusién y decoccion
de hojas de S. viridis Phill.”, como también el extracto metandlico de las hojas de
S. glaucus subespecie coronopifolius (Marie) C. Alexander, también presenta

flavonoides®. También, se reportd que a partir del extracto metandlico y sus
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fracciones de las hojas de S. rufescens, obtuvieron resultados inferiores para la
cuantificacién de flavonoides con respecto a nuestros resultados. Otro estudio
reporté un contenido de flavonoides a partir de la fraccion acetato de etilo de las
partes aéreas del S. hoggariensis Batt. & Trab®, la especie S. cilicius Boiss.,
también reporta un contenido flavonoides en los extractos etandlico y
metandlico®?. Sin embargo, en nuestro estudio se evidencié un contenido de
flavonoides superior a otras especies del género Senecio. Los flavonoides que
poseen en su estructura grupos hidroxilos no sustituidos o con azlcares obtienen
un caracter polar que tienen una afinidad moderada con solventes polares
(metanol), mientras que muchos flavonoides tienen mayor afinidad al solvente
acetato de etilo®?, es por ello que en nuestro estudio la fraccion de acetato de etilo
mostro un mayor contenido de flavonoides (239,72 + 9,10 mg QE/g de extracto),

con respecto a la fraccion metandlica (189,59 + 7,88 mg QE/g de extracto).

Por otro lado, este trabajo es el segundo estudio reportando el contenido de
flavonoles en especies del género Senecio, reportandose 56,41 + 0,88; 31,88 +
2,29; 139,30+ 1,48y 44,81 + 2,14 mg QE/g Ext., para el extracto metandlico y las
fracciones diclorometano, acetato de etilo y metandlico, respectivamente. El
primero reporte evidencié un contenido de flavonoles de: 10,58 + 0,85; 6,48 + 0,34;
2,92 £ 0,23y 14,34 + 0,69 mg QE/g Ext., para el extracto metandlico y fracciones
diclorometano, acetato de etilo y metandlica, respectivamente; para el extracto
metandlico de partes aéreas de S. rufescens®, sin embargo el contenido de
flavonoles de nuestra especie S. nutans Sch. Bip., mostré superioridad con

respecto a la especie S. rufescens.

Con respecto a los resultados observados de las diferentes especies del género
Senecio mostraron una diferencia entre el contenido de fenoles totales y
flavonoides, y se puede presumir que existen otros compuestos fendlicos,
ejemplificando a &cidos fendlicos, compuestos derivados de los acidos
dicafeoilquinicos y del acido clorogénico, etc., compuestos que por su naturaleza

guimica también poseen una actividad secuestradora de radicales libres®®.

De manera general se observa una gran variacion en el contenido de fenoles
totales, flavonoides y flavonoles con respecto a varias especies del género
Senecio, esto se debe probablemente al habitad donde se desarrollan cada
especie vegetal, como se sabe la cantidad de metabolitos secundarios esta

relacionado a la riqueza nutritiva de los suelos, estrés hidrico, temperatura,
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ubicacién geografica, exposicién a rayos solares; propios de cada habitad, esto
implicaria que a condiciones agrestes para la especie vegetal esta desarrollara
mayor contenido de polifenoles en respuesta para contrarrestar sus efectos

negativos a las condiciones respuestas.

Prosiguiendo, en la Tabla 6 se muestra los resultados de la capacidad
antioxidante del extracto y sus respectivas fracciones obtenidas de las hojas se S.
nutans Sch. Bip., donde los resultados evidencian que la fraccion metandlica
posee una mayor capacidad antioxidante (DPPH: 91,29 + 0,08 %; 804,28 + 0,72
pmoles ET/g de muestra; ABTS: 58,24 + 0,41 %, 821,56 + 6,76 yumoles ET/g de
muestra; y FRAP: 7841,17 + 2,21 umoles ET/g de muestra), seguido del extracto
metandlico total (DPPH: 90,85 + 0,29 %; 800,11 + 2,53 umoles ET/g de muestra;
FRAP: 635,15 + 1,57 uymoles ET/g de muestra), mientras que por el método de
ABTS fue seguido por la fraccion acetato de etilo (56,66 + 0,48 % y 800,44 + 7,84
pumoles ET/g de muestra). Los resultados evidenciaron diferencias significativas
entre la capacidad antioxidante entre cada una de las fracciones para los tres
ensayos DPPH, ABTS y FRAP (p<0,05) (Anexos 11, 12, 13, 25, 28, 31, 34, 35, 36
y 37), respectivamente.

Por otro lado, mencionar que la representacion de umoles ET/mL, bajo
condiciones de nuestro ensayo se encontré que 800 umoles del trolox inhibié un
90,44% el radical DPPH, lo que indica que los resultados obtenidos de las
muestras de las fracciones representacion equivalente de lo que se obtendria con
el Trolox mismo, y eso por eso que la fraccion metandlica tiene un 91,29% de

inhibicion que representa 804,09 umoles ET, indicando similitud en la inhibicion.

En un sentido I6gico se podria presumir por sinergismo que el extracto metanoélico
total deberia tener una superioridad en la capacidad antioxidante, sin embargo, se
observa que en los ensayos DPPH y FRAP la fraccion metandlica es superior a
los resultados del extracto metandlico total y en el ensayo de ABTS las fracciones
de metanol y acetato de etilos son superiores al extracto metandlico total, esto es
debido a que el extracto metandlico total presenta compuestos son de baja, alta o
no tienen capacidad antioxidante, esto hace que la muestra tomada englobe a
todos esos componentes mencionados y que la reactividad con el radical libre se
vea disminuida, por otro lado, los componentes del extracto al ser eluidos n —
hexano y diclorometano, solventes que arrastran componentes de baja polaridad

y capacidad antioxidante nula o baja, hace posible que los solventes siguientes
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arrastren componentes polares y con buena actividad antioxidantes y al momento
de tomar la muestras respectiva para realizar la reaccién se puede decir con
certeza que en su mayoria estos componentes tienen una fuerte actividad

antioxidante que se reflejan en los resultados.

Con respecto a la relacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante, se observo que la fraccion metandlica obtuvo un mayor porcentaje
de actividad antioxidante en el método de DPPH, pese a que obtuvo una baja
cantidad en la cuantificacion de fenoles totales con respecto a la fraccion de
acetato de etilo, este resultado inversamente proporcional se debe probablemente
a los compuestos que son extraidos por los solventes presentan variabilidad en
su poder secuestrador del radical libre, cabe mencionar que los compuestos
fendlicos derivados del acido cinamico, acido cafeico, acido clorogénico, acido
ferulico, acido p — cumarico; que posiblemente estén contenidas en la fraccién
metandlica y que estos tengan una mayor actividad antioxidante, tal como reporta
Acet T., y col.®?; con respecto a los compuestos fendlicos presentes en la fraccion
de acetato de etilo que posiblemente estén presentadas en su forma glicosilada

por lo cual su capacidad antioxidante disminuya.

En el caso de DPPH, fundamenta ser realizado en un medio organico en este caso
metandlico, lo que implica que tienen a reaccionar con compuestos antioxidantes
poco polares presentes en el extracto o fraccion, el cual se mide
espectrofotométricamente por la decoloracién del color violeta a amarrillo a una
longitud de onda de 517 nm, mientras que en el caso de ABTS, el ensayo se
desarrolla en un medio acuoso, por lo tanto el radical interacciona mas con
compuestos hidrofilicos y lipofilicos, donde se evidencia que el cation ABTS™ que
se ha formado en la reaccioén, sufre una decoloraciéon de verde azulado intenso a
un tonalidad verde azulado tenue, medido a una 734 nm, por ultimo el ensayo de
la capacidad reductora del cation Fe®*" que se encuentra formando un complejo
con el TPTZ evidenciando un color violaceo opaco, y que la coloraciéon violacea
se intensifica en consecuencia de la formacion de Fe?' incrementando su
absorbancia al ser leida a 593 nm.®%’, en otras palabras, tanto el método de DPPH
y ABTS se fundamente en la decoloracion debido a hay presencia de antioxidantes
quienes tuvieron la capacidad de dar protones a los dichosos radicales libres,
mientras que el FRAP se evidencia la intensificacion de la coloracion tras reducir

al cation Fe®*a Fe?".
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Palomino L., col.®®, indica que en el método ABTS tiene una baja selectividad con
respecto al método de DPPH, debido a que reacciona con cualquier compuesto
aromético hidroxilado, sin embargo en el método DPPH no reacciona con
compuestos flavonoides que carecen de grupos hidroxilos en el anillo B, ni con
acidos aromaticos gque solo presente un solo grupo hidroxilo; asi mismo, Arnao M.,
y col.®®, y Trizitis G., y col.”%indican necesariamente que en el ensayo de DPPH
los antioxidantes altamente hidrofébicos muestran una baja reactividad frente al
radical DPPH, mientras que en los ensayos del ABTS tienen una reactividad con
compuestos lipofilicos e hidrofilicos, respectivamente; esto podria explicar que en
nuestro estudio muestra que el porcentaje de actividad antioxidante de la fraccién
acetato de etilo en DPPH es superior al obtenido por ABTS, lo que indica que
existe mas componentes lipofilicos que hidrofilicos y esto hace que aumente el
porcentaje de actividad en ABTS, mientras que en la fraccion metandlica sucede
lo contrario, en DPPH evidencia un alto porcentaje y esta se ve disminuida en
ABTS lo que indica que hay una mayor cantidad de compuestos hidrofilicos que
hidrofébicos que evidencian un alto porcentaje en DPPH y que en ABTS se reduce
en un 33% aproximadamente. También mencionar que la actividad antioxidante
por ABTS la fraccion acetato de etilo muestra 56,66 + 0,48 %; 800,44 + 7,84
umoles ET/g de muestra, con respecto a los resultados obtenidos de la fraccién
acetato de etilo por DPPH muestra un resultado inferior con 44,92 + 0,27 %;
391,78 + 2,36 umoles ET/g de muestra, superandolo casi en un 12% de actividad
secuestradora, esto se debe a que probablemente exista mas compuestos

lipofilicos que los hidrofilicos las cuales tienen reactividad con el radical ABTS.

Existen dos reportes en especies del género Senecio, donde se reporta la
capacidad antioxidante mediante los métodos DPPH, ABTS y FRAP, en el primero
reporte se evidencio que la fraccion acetato de etilo mostr6é (DPPH: 317,53 + 5,81
mg ET/g de extracto; ABTS: 409,53 + 9,53 mg ET/g de extracto y FRAP: 507,66 *
5,26 mg ET/g Ext.), siendo valores superiores con respecto a las otras fracciones
de estudio obtenidos del extracto de las partes aéreas de S. clivicolus Wedd®®.
Mientras que en el extracto obtenido de hojas de S. rufescens DC, a diferencia del
primer reporte los valores elevados se mostraron en la fraccion metandlica (DPPH:
529,80 + 14,3; ABTS: 444,38 + 11,31 y FRAP: 406,86 + 24,58 mg ET/g Ext.)3, del
mismo modo en nuestro estudio también obtuvimos los mayores resultados en la
fraccion metandlica, difiriendo con los resultados del S. clivicolus Wedd., esta

diferencia es posible que se deba a naturaleza y a la concentracion de compuestos
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presentes en las fracciones con actividad antioxidante y también al lugar de
procedencia de las especies, mientras que el S. clivicolus Wedd, fueron
recolectadas en Potosi (Bolivia) a una altitud de 3750 msnm, el S. rufescens fue
obtenida de Cangallo (Ayacucho — Peru), a una altitud de 4756 msnm, mientras
gque nuestra especie fue recolectada en Vinchos (Ayacucho — Per() a una altitud
de 4130 msnm. También, Surco-Laos F. y col.r®, reportaron la capacidad
antioxidante de S. nutans Sch. Bip., proveniente de Lucanas, ABTS (10.31 + 0.09
mM TE/g) y FRAP (17.72 £ 0.11 mM TE/g), sin embargo, no se puede hacer
comparaciones porque en la literatura el contenido de fenoles totales, siempre se
reporta como mg GAE/ g de extracto seco o mg GAE/g de muestra seca, también
mencionar que nuestros resultados del S. nutans provenientes son superiores al
proveniente de Lucanas, que probablemente se deba a condiciones climaticas o
estacionales de recoleccién, puesto que esta condiciones influyen mucho en la
sintesis de metabolitos en este caso, los polifenoles. Contamos con reportes de
otras especies del género Senecio, el S. cilicius evidencié que su extracto
etandlico presentd actividad antioxidante mediante ABTS y DPPH®2 siendo
resultados inferiores a los obtenidos. Por otro lado, el extracto de acetato de etilo
del S. inaequidens S. vulgaris, evidencié un porcentaje de la capacidad

antioxidante del radical DPPH™, que también son inferiores a nuestros resultados.

Consecuentemente, los resultados obtenidos del extracto y las fracciones a partir
de las hojas de S. nutans Sch. Bip., muestran que las fracciones de acetato de
etilo y metandlica contienen compuestos fendlicos y flavonoides quienes son
responsables de la alta capacidad antioxidante, estos compuestos podrian estar

libres denominados agliconas o asociados a azlcares denominados glicésidos.

Se evidencia que las especies S. clivicolus Wedd®®, S. cilicius®?, S. scandens Buch.
— Ham.”?™, S. brasiliensis’, presentan acidos fendlicos derivados del acido
dicafeoilquinicos, flavonoles un tipo de flavonoides y sus derivados glicosilados,
quienes tienen una elevada capacidad antioxidante, los cuales probablemente
podrian estar presentes en el extracto de nuestro estudio los cuales mostraron
actividad secuestradora del radical libre. En consecuencia, podemos afirmar que
los acidos fendlicos, flavonoides y cumarinas presentes en la fraccion metandlica
a partir del extracto metandlico de las hojas de S. nutans Sch. Bip., son los
responsables de la actividad antioxidante, el cual, se ha evidenciado en la

presente investigacion.
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VL. CONCLUSIONES

1. Se determind el contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles; la
capacidad antioxidante del extracto metandlico y las fracciones obtenidas a
partir del extracto de hojas de S. nutans Sch. Bip., obteniéndose mejores
resultados con los ensayos realizados en el extracto metandlico y las
fracciones de acetato de etilo y metandlico, respectivamente.

2. La fraccion acetato de etilo (721,06 + 4,40 mg GAE/g de extracto) y la fraccion
metandlica (682,36 + 3,60), mostraron mayor contenido de fenoles totales. El
extracto metanolico (345,77 = 8,27 mg QE/g de extracto) y la fraccion de
acetato de etilo (239,72 + 9,10 mg QE/g de extracto), demostraron tener mayor
contenido de flavonoides. Mientras que, la fraccién de acetato de etilo (139,30
+ 1,48 mg QE/g de extracto) y el extracto metandlico (56,41 + 0,88 mg QE/g
de extracto), evidenciaron mayor contenido de flavonoles.

3. El extracto metandlico total (90,85 + 0,29 %; 800,11 + 2,53 pumoles ET/g de
muestra) y la fracciébn metandlica (91,29 + 0,11 %; 804,28 + 0,72 umoles ET/g
de muestra) mostraron mejor actividad antioxidante para el ensayo de DPPH.
Mientras que las fracciones de acetato de etilo (800,44 + 6,68 umoles ET/g de
muestray 599,15 + 1,57 umoles ET/g de muestra) y metandlica (822,51 + 6,76
pmoles ET/g de muestray 784,17 + 2,21 umoles ET/g de muestra), mostraron
mejor actividad antioxidante para los ensayos de ABTS y FRAP,
respectivamente.

4. Lafraccion de acetato de etilo presenté un mayor contenido de fenoles totales,
flavonoides y flavonoles, por tanto, se relaciona por su mayor actividad
antioxidante para los ensayos de ABTS y FRAP, sin embargo, los fenoles
totales, flavonoides y flavonoles del extracto metandlico y la fraccion
metandlica, se relacionan con una mayor actividad antioxidante para el ensayo
de DPPH.
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VIl. RECOMENDACIONES
Realizar la identificacién de los metabolitos secundarios presentes en cada
una de las fracciones obtenidas del extracto metandlico de S. nutans Sch.
Bip., responsables de la actividad antioxidante.
Evaluar la capacidad antioxidante utilizando métodos in vivo para confirmar
su potencial antioxidante.
Realizar estudios farmacolégicos y toxicolégicos a cada fraccién obtenido
del extracto metandlico de S. nutans Sch. Bip., de esta manera poder
evaluar su eficacia en alguna actividad farmacolégica y seguridad
toxicoldgica, todo de una manera mas selectiva.
Profundizar los estudios mediante técnicas de HPLC para identificar
compuestos separados en cada fraccion obtenida del extracto metandlico
de S. nutans Sch. Bip.
Realizar comparaciones respectivas con otras especies del género Senecio
de nuestra regidn utilizando la metodologia del fraccionamiento por

diferentes solventes de polaridad creciente.
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Anexo 1. Certificado de identificacion botanica de Senecio nutans Sch. Bip.,
Ayacucho 2021.

CONSTANCIA

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

El Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Alfredo Robinson, GARCIA NOA, ha
solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de lesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de
Clasificacion de Cronquist. A. 1988. Siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA ! ASTERACEAE

GENERO $ Senecio

ESPECIE : Senecio nutans Sch. Bip.

N. V.. : * wiska taya ", "chachacoma"

Se expide |a presente constancia a solicitud del interesado para los fines
que estime conveniente.

Ayacucho, 22 de Noviembre del 2021

Qi

“AURA AUCA
BlOLoGA
eq. CRP. N" 583 CR. . xp
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Anexo 2. Recoleccion de la muestra de Senecio nutans Sch. Bip., en el distrito de
Vinchos, provincia de Huamanga. del Departamento de Ayacucho. Ayacucho —
2022.
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Anexo 3. Ubicacién geografica de la zona de recoleccidon de Senecio nutans Sch.
Bip., en el distrito de Vinchos, provincia de Huamanga del departamento de
Ayacucho. Ayacucho 2022.

DISTRITO DE VINCHOS

AREA DE MUESTREO PROVINCIA DE HUAMANGA
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Anexo 4. Secado y obtencion del extracto metandlico de hojas de S. nutans Sch.
Bip. Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.

Des hojeado excluyendo
tallos y flores

Pesado de 100 g
de muestra seca

Extraccién
dinamica por 4 h

Evaporacion
del exceso de
solvente

Filtrado de extracto
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Anexo 5. Obtencién de las fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de etilo
y metanol del extracto metandlico de las hojas de S. nutans Sch. Bip., Laboratorio
de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.
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Se peso 1,3 g de extracto metandlico seco de [ W
hojas de Senecio nutans Sch. Bip. Empaquetamiento de la silica gel en la

columna eluida con n — hexano.

Fraccién n — hexano. Fraccién diclorometano | Fraccion acetato de etilo. Fraccion metanol.

Fracciones obtenidas.
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Anexo 6. Preparacion de las soluciones de trabajo a partir del extracto metandlico
fracciones de n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto
metandlico de las hojas de S. nutans Sch. Bip. Laboratorio de Farmacognosia.
Ayacucho — 2022.
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Conservadas en frascos ambar.
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Anexo 7. Procedimiento de tamizaje fitoquimico

Caracteristica

Ensayo Reactivos o Resultado
positiva
2mL de - Rojo — vino
muestra + 3 (comp.
Cloruro gotas cloruro fendlicos).
Férrico férrico - Verde —
intenso (taninos
pirocatecélicos)
2mL de Coloracion
muestra + 4 amarrillo,
Shinoda gotas de HCl + naranja,
pedazo de Mg. carmelita o rojo.
2mL de Coloracion
Azlcares muestra + 4 naranja
reductores gotas. fje
Benedict solucpn
benedict en
bafio maria
2mL de Color azul
Aminoacido muestra + violaceo.
s o tl?g ina al
LT ninhidrina a
Ninhidrina 2% en bafio
maria
2mL de - Rosado - azul
muestra + rapido
1mL de - Verde intenso
Terpenos anhidrido — visible rapido
acético + - Verde oscuro —
gotas de acido  negro final
sulfdrico
2mL de Presencia de
muestra + precipitado
10mL agua como
. destilada opalescencia
Resinas
2mL de - Presencia de
muestra + HCl  opalescencia,
+ reactivo de turbidez definida
Mayer Mayer. 0 precipitado

COpOoSO0.
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Anexo 8. Procedimiento para la determinacién del contenido de fenoles totales
del extracto metandlico y fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol del extracto metandlico de las hojas de S. nutans Sch. Bip. Laboratorio

de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.

Fenoles Totales
Método de Folin - Ciocalteau

l

Curva de
calibracion

Pesar 50 mg de Ac.
Galico

Aforar a 25 mL con

Preparacion de
muestras

Tomar 150 L de
muestra

Adicionar 2400 uL

metanol de H,O

Tomar alicuotas de 0,0;

s ) . : . Agregar 150 uL de Folin -
0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 4
0.3 mL Ciocalteu a 0,25N
Agitar por 5 miny
Aforal"-nae::ng'llL con dejar reaccionar por,
3 min
Seguir con el Adicionar 300 uL de
tratamiento de la carbonato de sodio
muestra. 1N
Incubara T°
ambiente en la
oscuridad por 2 h

Medir absorbancias
a725 nm
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Anexo 9. Procedimiento para la determinacién del contenido de flavonoides del
extracto metandlico y fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol del extracto metandlico de las hojas de S. nutans Sch. Bip. Laboratorio
de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.

Flavonoides

I
I I

Curva de calibracion Preparacion de

muestras
Pesar 50 mg de Quercetina, aforar Tomar 500 pL de muestra,
en 50 mL con metanol completar a 1 mL con H,0
destilada

Tomar 10 mL y aforar en fiola 50 - L .
mL con IEIZO destilada Anadir 150 pL de nitrito de sodio al

5%, vortex y reposo por 5 min

Tomar alicuotas en tubos de ensayo Anadir 150 yL de cloruro de
de 0,0;,0,2;0,1;0,4,0,6; 0,8; 1 mL, aluminio al 10%, vortex y reposo
completando a 1 mL con H,O por 6 min
destilada para cada tubo

Afiadir 2 mL de NaOH al 4% y 1,7
Afadir 150 uL de nitrito de sodio al 5% mL de H,0 destilada, vortex y
, vortex y reposo por 5 min reposo por 15 min

5 .
Afiadir 150 pL de cloruro de aluminio al SO SN B

10%, vortex y reposo por 6 min

Anadir 2 mL de NaOH al 4% y 1,7 mL
de H,O destilada, vortex y reposo por
15 min

Leer absorbancia a 510 nm
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Anexo 10. Procedimiento para la determinacion del contenido de flavonoles del
extracto metandlico y fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol del extracto metandlico de las hojas de S. nutans Sch. Bip. Laboratorio

de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.

Flavonoles

I

Curva de calibracion

Pesar 50 mg de Quercetina,
aforar en 50 mL con metanol

Tomar 5 mL y aforar
con 50 mL de metanol

Preparacion de
muestras

Tomar 500 pL de muestra,
completar a 1 mL con H,O
destilada

Anadir 2 mL de cloruro
de aluminio (20 g/L)

Tomar alicuotas de 0,0; 0,2; 0,4; 0,6;
0,8; 1,0 mL en tubos de ensayo,
completar a 1 mL con H,0 destilada

Afadir 6 mL de acetato de
sodio (50 g/L), vortex y reposo
por 2,5 a 20°C

Anadir 2 mL de cloruro
de aluminio (20 g/L)

IAfiadir 6 mL de acetato de sodio
(50 g/L), vortex y reposo por 2,5
a20°C

Leer absorbancias a
440 nm
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Anexo 11. Procedimiento para la determinacion de la capacidad antioxidante
mediante el método de DPPH, del extracto metandlico y fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de las hojas de
S. nutans Sch. Bip. Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.

DPPH
|
[ I I ]
Solucién Soluci6n Curva de Preparacion
Patrén (SP) Trabajo (ST) Calibracion de la
l l | muestra
|
Pesar 24 mg de Tomar 10 mL de SP Pesar 12,5 Tomar 150
DPPH y adicionar 45 mL mg de Trolox pL de
I de metanol | extracto
[ I
Aforar a 50
Aforar a 100nr|1L Medir mL con Adicionar 2850
con metano absorbancia a metanol pLde ST
515 nm I |
Tomar alicuotas
| | Almacenar en L P — de 0,0; 1,0; 2,0; Igiur?aerr]ﬁgr
i i ustar abs hasta . 3
refrigeracion J1’1 410,05 e 4.0:6,0; 8,0 mL sselifdad
metanol [
Aforar a 10 mL Medir la
con metanol absorbancia
| a515 nm
Agitar por 5
min

L Seguir con el
procedimiento de
la muestra
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Anexo 12. Procedimiento para la determinacion de la actividad antioxidante
mediante el método de ABTS, del extracto metandlico y fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de las hojas de
S. nutans Sch. Bip., Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.

ABTS

1

Solucién
Patrén (SP)

1

Solucién 1
(81)

Pesar 40,6
mg de ABTS

l

Aforaren 10
mL de H,O
destilada

Solucién 2
(S2)

|

Pesar 7 mg de
persulfato de
potasio

i}

Solucion
Trabajo (ST)
ABTS

Mezcla 1 mL de
SP con 60 mL de

metanol

LAforar en 10
mL de H,O
destilada

Mezclar S1y
S2 y dejar
reposar 12 h
(SP)

Leera 734
nm, y ajustar

hasta abs 1,1
+ 0,02

64

Curva de Preparacién
Calibraciéon| | de la muestra
| |
Pesar 12,5 T°E1L""L;5°
mg de muestra +

Trolox, aforarl  |og50 uL de

a 50 mL con ST ABTS
metanol l

| Reaccionar]

Tomar por 2 h en

alicuotas de oscuridad

0,0, 0,5; 1,0;

2,0, 3,0;4,0

mL y aforar a Leer

10 mL con abosrbancia

metanol a 734 nm

Seguir con el
procedimiento
de la muestra




Anexo 13. Procedimiento para la determinacion de la actividad antioxidante
mediante el método de FRAP, del extracto metandlico y fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de las hojas de
S. nutans Sch. Bip. Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.

FRAP
| I | |
Solucién de Curva de Pre[()‘ar?cién
Trabajo (ST) calibracion o
1 muestra
[ I 1 l [
Buffer 2,4, 6, Cloruro férrico Pesar 12,5 Tomar 150
acetato tripridyll-s- hexahidratado mg de trolox, uL de
(81) triazine (S3) aforar a 50 extracto
(82) mL con |
| metanol Adicionar
2850 uL
310 mg acetato 54,1 mg de ] 4
de sodio + 1,6 Sz mnde | d l
s TPTZ «Olo xR Tomar
ML t‘? He: aforados férrico, alicuotas de | | Incubar por
oo, o] [Fon solugion| |Eferados en 0,0;05;1,0;| [30minenia
Alhares o HCl40mM | | 10 mLde 2,0;4,0;6,0;| | oscuridad
mL de agua metanol 80 mL
m%?i?rmal-?% 6 aforados a
PH. 9, 10 mL con " Lebl-':r _
metanol —absorbancia
MEZ%aé 12_5+ s a 593 nm
2,5 mLde
S2+25mL Seguir con el
de 83,y procedimiento
calentar a de las
37°C muestras
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Anexo 14. Diluciones del acido galico para elaborar la curva de calibracion para
la determinacion del contenido de fenoles totales. Laboratorio de Farmacognosia.
Ayacucho — 2022.
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Anexo 15. Elaboracion de la curva de calibracién de acido galico para realizar la
determinacion del contenido de fenoles totales. Laboratorio de Farmacognosia.
Ayacucho — 2022.

0,350
0,300
0,250
0,200 b

0,150

Absorbancia
L J

0,100 o y = 0,0049x + 0,0089
3 R%=0,9977

0,050

0,000 &
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00

Concentracion (mg/mL)
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Anexo 16. Muestras para realizar la determinacién del contenido de fenoles
totales del extracto metandlico y fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de
etilo y metanol del extracto metandlico de las hojas de S. nutans Sch. Bip.
Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.
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Anexo 17. Diluciones de la quercetina para elaborar la curva de calibracion para
realizar la determinacion del contenido de flavonoides. Laboratorio de
Farmacognosia. Ayacucho — 2022.
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Anexo 18. Elaboracion de la curva de calibracion de quercetina para realizar la
determinacion del contenido de flavonoides. Ayacucho — 2022.

0,450
0,400 o
0,350

0,300 o 3

0,250 0.

0,200

Abosrbancia

0,150 =

0,100
y =0,0018x + 0,0067
0;050 ‘.‘.." RZ = 0,9967

0,000 @
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0

Concentracion mg/mL
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Anexo 19. Muestras para la determinacion del contenido de flavonoides del
extracto metandlico y fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y

metanol del extracto metandlico de las hojas de S. nutans Sch. Bip. Laboratorio
de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.
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Anexo 20. Diluciones de la quercetina para elaborar la curva de calibracion para
realizar la determinacion del contenido de flavonoles. Laboratorio de
Farmacognosia. Ayacucho 2022.

LY VL |
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Anexo 21. Elaboracion de la curva de calibracion de quercetina para realizar la
determinacion del contenido de flavonoles. Ayacucho — 2022.

0,900
0,800 o
0,700

0,600 o 2

0,500

0,400

Absorbancia

0,300 R

0,200
4 y = 0,0077x + 0,0087
0,100 R*=0,9996

0,000 &
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0

Concentracion mg/mL
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Anexo 22. Muestras realizadas para la determinacion del contenido de flavonoles
del extracto metandlico y fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol del extracto metandlico de las hojas de Senecio nutans Sch. Bip.
Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.
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Anexo 23. Diluciones segun el método del radical DPPH para elaborar la curva
de calibracion del trolox. Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.
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Anexo 24. Elaboracién de la curva de calibracién para realizar determinacién de
la actividad antioxidante, de acuerdo al método DPPH en funcion a las
concentraciones de Trolox. Ayacucho — 2022.

1,200

1,000 - e

0,800 ®

.....
..,
.
..,
e,

0,600 °

Absorbancia

ce
.
e
ce
e
..
.
.

0,400
y =-0,0012x + 1,0578

R?=0,9997 el
0,200 {—————f——————— T

0,000

0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00 800,00 900,00
Concentracion (umol)
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Anexo 25. Muestras para realizar la determinacion de la actividad antioxidante
mediante el método del radical DPPH del extracto metandlico y fracciones n —
hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de hojas
de Senecio nutans Sch. Bip. Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.
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Anexo 26. Diluciones segun el método del ABTS para elaborar la curva de
calibracion del trolox. Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho - 2022.
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Anexo 27. Elaboracion de la curva de calibracién para realizar la determinacién
de la actividad antioxidante, de acuerdo al método ABTS en funcion de las
concentraciones de Trolox. Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho — 2022.

Absorbancia

1,200

0,400
y =-0,0014x + 0,9842

R*=0,9995
0,200

0,000
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00 350,00 400,00 450,00

Concentracion (uM ET)
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Anexo 28. Muestras para realizar la determinacion de la actividad antioxidante
mediante el método ABTS del extracto metandlico y fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de las hojas de
Senecio nutans Sch. Bip., Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2022.
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Anexo 29. Diluciones realizadas segun el método FRAP para elaborar la curva
de calibracion del trolox. Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2022
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Anexo 30. Elaboracion de la curva de calibracién para realizar la determinacién
de la actividad antioxidante, segun el método de FRAP en funcién de las

concentraciones de Trolox. Ayacucho 2022.

2,500
.'.
2,000 -
.'.‘
©
'S 1,500
g o
3
o 1,000 4
< K a8
o
0,500 -+ @
P y = 0,0025x + 0,3599
R?=0,9994
0,000

0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00 800,00 900,00
Concentracion (uM ET)
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Anexo 31. Muestras realizadas para la determinacion de la actividad antioxidante
mediante el método de FRAP, del extracto metandlico y fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de las hojas de
Senecio nutans Sch. Bip. Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2022.
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Anexo 32. Andlisis de la varianza del contenido de fenoles totales, flavonoides y
flavonoles del extracto metandlico de las hojas de Senecio nutans Sch. Bip y de
sus fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y de metanol.
Ayacucho, 2022.

ANOVA
Fenoles Totales
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1966522,226 4 491630,556 11255,229 ,000
Dentro de grupos 1747,208 40 43,680
Total 1968269,433 44
ANOVA
Flavonoides
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 748420,339 4 187105,085 3513,122 ,000
Dentro de grupos 2130,357 40 53,259
Total 750550,696 44
ANOVA
Flavonoles
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 96934,056 4 24233,514  9464,887 ,000
Dentro de grupos 102,414 40 2,560
Total 97036,470 44
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Anexo 33. Prueba de comparaciones multiples de Scheffe para determinar la
diferencia significativa del contenido de fenoles totales, flavonoides y flavonoles
del extracto metandlico y fracciones n — hexano, diclorometano, acetato de etilo y
metanol del extracto metandlico de hojas de Senecio nutans Sch. Bip. Ayacucho,
2022.

Fenoles Totales
Scheffe?
Subconjunto para alfa = 0.05

Fraccion N a b c d e
Hexano 9 152,3511
Diclorometano 9 439,5778
Extracto Metandlico Total 9 620,6800

9

9

Metanol
Acetato de Etilo 721,0578
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Flavonoides

682,3567

Scheffe?

Subconjunto para alfa = 0.05
Fraccién N a b c d e
Hexano ,0000
Diclorometano
Metanol
Acetato de Etilo

Extracto Metandlico
Total

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

34,1600
189,5900
239,7167

Ol © v ©

345,7656

Flavonoles
Scheffe?
Subconjunto para alfa = 0.05
Fraccién N a b c d e
Hexano ,0000

Diclorometano
Metanol
Extracto Metandlico Total 56,4111

Acetato de Etilo 139,3000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9,000.

31,8811
44,8100

O o v o o
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Anexo 34.. Andlisis de la varianza de la actividad antioxidante mediante el método
DPPH, ABTS y FRAP del extracto metandlico y fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de hojas de
Senecio nutans Sch. Bip. Ayacucho, 2022.

ANOVA
umolET.DPPH
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 5029928,823 4 1257482,206 293685,163 ,000
Dentro de grupos 171,269 40 4,282
Total 5030100,093 44
ANOVA
umolET.ABTS
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 3069124,190 4 767281,048 25758,635 ,000
Dentro de grupos 1191,493 40 29,787
Total 3070315,684 44
ANOVA
umolET.FRAP
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 4046200,235 4 1011550,059 382518,930 ,000
Dentro de grupos 105,778 40 2,644
Total 4046306,012 44
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Anexo 35. Prueba de comparaciones multiples de Scheffe para determinar la
diferencia significativa de la actividad antioxidante mediante el método DPPH,
ABTS y FRAP del extracto metandlico y fracciones n — hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de hojas de Senecio nutans Sch.
Bip. Ayacucho, 2022.

umolET.DPPH
Scheffe?
Subconjunto para alfa = 0.05
Fraccién N a b c d e
Hexano 9 50,0189
Diclorometano 9 60,7589
Acetato de Etilo 9 391,7767

Extracto Metanolico 9 800,1111
Total

Metanol 9 804,2778
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
umolET.ABTS

Scheffe?
Subconjunto para alfa = 0.05
Fraccion N a b c d e
Diclorometano 230,7622
Hexano 249,3333

Extracto Metanolico 9 660,7622
Total

Acetato de Etilo 9 800,4456

Metanol 9 821,5556

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
umolET.FRAP

O ©

Scheffe?
Subconjunto para alfa = 0.05
Fraccién N a b c d e
Diclorometano 9 37,6400
Hexano 9 114,4400
9
9

Acetato de Etilo

Extracto Metanolico
Total

Metanol 9 784,1733
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9,000.

599,1511
635,1511
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Anexo 36. Analisis de la varianza del porcentaje de la capacidad secuestradora
del radical DPPH y ABTS del extracto metandlico y fracciones n — hexano,
diclorometano, acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de hojas de
Senecio nutans Sch. Bip. Ayacucho, 2022.

ANOVA
Porcntj.DPPH
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 58468,701 4 14617,175 295890,909 ,000
Dentro de grupos 1,976 40 ,049
Total 58470,677 44
ANOVA
Porcntj.ABTS
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 12161,184 4 3040,296 25908,914 ,000
Dentro de grupos 4,694 40 117
Total 12165,878 44
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Anexo 37. Prueba de comparaciones multiples de Scheffe para determinar la
diferencia significativa del porcentaje de la capacidad secuestradora del radical
DPPH y ABTS del extracto metandlico y fracciones n — hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol del extracto metandlico de hojas de Senecio nutans Sch.

Bip. Ayacucho, 2022.

Porcntj.DPPH

Scheffe?
Subconjunto para alfa = 0.05
Fraccion a b C d e
Hexano 9 10,3500
Diclorometano 9 11,5100
Acetato de Etilo 9 47,2000
Extracto Metandlico Total 9 91,2244
Metanol 9 91,6700
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Porcntj.ABTS
Scheffe?
Subconjunto para alfa = 0.05
Fraccion a b C d e
Diclorometano 9 26,0900
Hexano 9 27,2500
Extracto Metandlico Total 9 53,3100
Acetato de Etilo 9 61,9144
Metanol 9 63,2400
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9,000.
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Anexo 38. Matriz de consistencia

TITULO  PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA
Capacidad ¢Cudl sera la Objetivo General Ho: Las fracciones n Aspectos Botanicos: Especie Variables Tipo de investigacion:
antioxidante capacidad Determinar el contenido de — hexano, Senecio nutans Sch. Bip. “wiska independientes: Bésico —Descriptivo
de extractos antioxidante fenoles  totales, flavonoides, diclorometano, taya”, clasificacion taxondmica, e¢ Contenido de Poblacion y Muestra:
de hojas de de los flavonoles 'y la capacidad acetato de etilo y descripcién botanica, fenoles totales. Hojas de Senecio nutans
Senecio extractos antioxidante del extracto metanol obtenidas composicion quimica, e¢ Contenido de Sch. Bip. “wiska taya”
nutans Sch. obtenidos de metandlico de las hojas de del extracto actividades biolégicas. flavonoides. Cantidad: 10 kg.

Bip. “wiska  hojas de Senecio nutans Sch. Bip., y de las metandlico de hojas Flavonoides: Son compuestos o Contenido de Unidad experimental:
taya”. Senecio fracciones n - hexano, de Senecio nutans generadas por el metabolismo flavonoles. Extracto concentrado de
Ayacucho, nutans Sch? diclorometano, acetato de etilo y Sch. Bip., tienen secundario de las plantas, e Poder fracciones de n — hexano,
2021. Bip.? metanolico. igual contenido originadas a partir de la ruta del secuestrador  diclorometano, acetato de
Objetivos Especificos fenoles totales, &cido shikimico y de la ruta de del radical €tiloy metanol de hojas de
J Determinar el contenido flavonoides, los policétidos. Son la sub clase DPPH. Senecio nutans Sch. Bip.
de fenoles totales, flavonoides y flanovoles y masampliay abundante de los , pgger Analisis estadistico:
flavonoles de cada una de las capacidad compuestos fendlicos con una secuestrador  Se procedera a realizar el
fracciones. antioxidante. distribucion en plantas del radical andlisis de  varianza
. Precisar la capacidad Hi: Las fraccionesn—  vasculares, evidencian una ABTS. (ANOVA) y la prueba de
antioxidante mediante los ensayos hexano, amplia variedad en sus e Poder de comparaciones multiples
de captacion de radicales libres diclorometano, propiedades terapéuticas para reduccion de Scheffe con el fin de
2,2 — difenilpicril — 1 — hidrazilo acetato de etilo y su estudio. antioxidante demostrar la existencia de
(DPPH); 2,2" azino — bis(3 — metanol  obtenidas Antioxidante: Se define a un del hierro diferencias  significativas
etilbenzotiazolin) — 6 — sulfénico del extracto antioxidante como cualquier (FRAP). entre los extractos con un
(ABTS) y por el poder antioxidante metandlico de hojas sustancia que retrasa 0 y/griaples nivel de significancia de
reductor de hierro (FRAP), de de Senecio nutans previene la oxidacion de un Dependientes: p<0,05.
cada una de las fracciones. Sch. Bip., tienen sustrato oxidable a pesar de Senecio
. Relacionar la capacidad diferente  contenido estar presente en nutans Sch.
antioxidante de cada fraccion fenoles totales, concentraciones mas bajas que Bip. “wiska
obtenida con el contenido de flavonoides, el sustrato. taya”
fenoles totales, flavonoides y flanovoles
flavonoles. capacidad

antioxidante.
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