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RESUMEN

El género Senecio, es ampliamente reconocido por sus propiedades
antiinflamatorias, ademas de tener actividad analgésica y antioxidante. Se plante6 como
objetivo determinar la actividad antiinflamatoria y antioxidante del extracto
hidroalcoholico liofilizado de las hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd
“katkanka”. Para evaluar la actividad antiinflamatoria se utilizd el método de
estabilizacion de la membrana de eritrocitos humanos, y para la actividad antioxidante
el método de DPPH, ABTS y FRAP. El extracto mostr6 contenido de fenoles totales de
(36,11 = 0,24 mg GAE/g de extracto) y flavonoides de (11,30 = 1,66 mg QE/g de
extracto). La actividad antiinflamatoria expresado como porcentaje de proteccion de
membrana a concentraciones de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 y 3 mg/mL, fueron de 82,75%;
83,81%; 85,09%; 83,65% Yy 78,92% respectivamente, los estandares dexametasona y
diclofenaco, presentan valores de 97,17% y 95,74% (p= 2,08x10°). El porcentaje de
inhibicion del radical DPPH a las concentraciones de 1, 5 y 10 mg/mL de extracto
fueron de 10,78%, 30,66% y 53,21%, mientras para el radical ABTS a las
concentraciones 1; 3y 5 mg/mL fueron de 27,48%; 50,72% y 72,54%, y para FRAP se
obtuvo 95,60 £ 7,12 umol TE/g de muestra. En conclusion, el extracto hidroalcohdlico
liofilizado de las hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka” presenta

actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro.

Palabras clave: Senecio hyoseridifolius Wedd., compuestos fendlicos, actividad

antiinflamatoria, actividad antioxidante
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ABSTRACT

The genus Senecio is widely recognized for its anti-inflammatory properties, in
addition to its analgesic and antioxidant activity. The objective of this study was to
determine the anti-inflammatory and antioxidant activity of the lyophilized
hydroalcoholic extract of the leaves and stems of Senecio hyoseridifolius Wedd
"katkanka." The human erythrocyte membrane stabilization method was used to
evaluate anti-inflammatory activity, and the antioxidant activity was assessed using
DPPH, ABTS, and FRAP methods. The extract showed total phenol content of 36.11 +
0.24 mg GAE/g of extract and flavonoid content of 11.30 = 1.66 mg QE/g of extract.
Anti-inflammatory activity, expressed as percentage of membrane protection at
concentrations of 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, and 3 mg/mL, was 82.75%, 83.81%, and 84.11%.
85.09%; 83.65% and 78.92% respectively, the standards dexamethasone and
diclofenac, present values of 97.17% and 95.74% (p = 2.08x10-5). The percentage of
inhibition of the DPPH radical at concentrations of 1, 5 and 10 mg / mL of extract were
10.78%, 30.66% and 53.21%, while for the ABTS radical at concentrations 1; 3 and 5
mg / mL were 27.48%; 50.72% and 72.54%, and for FRAP 95.60 + 7.12 ymol TE / g
of sample was obtained. In conclusion, the lyophilized hydroalcoholic extract of the
leaves and stems of Senecio hyoseridifolius Wedd. "Katkanka" exhibits anti-

inflammatory and antioxidant activity in vitro.

Keywords: Senecio hyoseridifolius Wedd., phenolic compounds, anti-inflammatory

activity, antioxidant activity
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La inflamacion es un proceso fisiologico que responde a alteraciones del medio,
esta puede presentarse en forma aguda o crénica. Es por ello que se toman medidas
farmacologicas apropiadas para controlar los efectos de la inflamacion en el sistema
vivo, sin perturbar sus efectos ventajosos (Villalba Herrera,Wendie, 2014). Las
especies reactivas de oxigeno estan involucradas en los procesos de inflamacion crénica
lo cual resalta la estrecha relacion entre esta y el estrés oxidativo, y ademas se han
incrementado el interés por especies que tengan actividad antioxidante(Gonzalez Aralz
etal., 2022).

Desde hace varios afios, con creciente evidencia cientifica, es reconocido que el
consumo habitual de antioxidantes ayuda a reducir el riesgo de enfermedades cronicas
degenerativas no transmisibles. En este contexto, en gran parte de la investigacion se
explora la quimica y la actividad bioldgica, pero también puede representar una
oportunidad para frenar el deterioro oxidativo que afecta tanto a los alimentos como a
los productos cosméticos (Pastene, 2009).

Es importante mencionar que la gran parte de la poblacion rural utiliza
tratamiento con plantas medicinales, a partir de conocimientos heredados de culturas
ancestrales. Esta medicina se ha hecho frecuente en pacientes con enfermedades tales
como problemas psicoldgicos y cancer, esto debido a la humanizacion de la atencién.
Ademas de su bajo costo, menor agresividad e invasion y atencion rapida de su
malestar(Taco & Pérez, 2019).

El género Senecio comprende 177 especies registradas en territorio nacional, las
cuales crecen desde la costa desértica hasta la puna, en el limite de la vegetacion. El
estudio de especies nuevas aporta al conocimiento y abundancia de este género para el
Peru (Beltran & Roque Gamarra, 2015). Se sabe que algunos compuestos aislados del
género Senecio, como también los extractos crudos, poseen actividad antimicrobiana,
antibacteriana, antiinflamatoria y antituberculosas, por lo que el estudio de Senecio
hyoseridifolius Wedd. resulta relevante, ya que puede proporcionar evidencias

novedosas sobre sus propiedades farmacoldgicas. Ademas, la caracterizacion quimica
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y biologica de esta especie permitira ampliar el conocimiento sobre su potencial
medicinal y validar cientificamente su posible uso en la medicina tradicional (Yang
etal., 2011).
Objetivo General

Determinar la actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro del extracto
hidroalcoholico liofilizado de las hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd.
“katkanka”
Objetivos Especificos

e Determinar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico
liofilizado.

e Determinar el contenido de fenoles totales y flavonoides del extracto
hidroalcohodlico liofilizado de las hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius
Wedd. “katkanka”.

e Determinar la actividad antiinflamatoria como porcentaje de proteccion de los
glébulos rojos del extracto hidroalcohdlico liofilizado de las hojas y tallos de
Senecio hyoseridifolius Wedd.

e Determinar la actividad antioxidante equivalente a Trolox de los compuestos
fendlicos aislados de las hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd.
“katkanka” segun los métodos DPPH, ABTS y FRAP.



CAPITULO Il. DESARROLLO DE LA PERSPECTIVA TEORICA

2.1. Marco Referencial
2.1.1. Antecedentes Internacionales

Bousetla et al. (2023) realizaron la investigacion con el objetivo de evaluar el
perfil fitoquimico con actividades antioxidantes y anticolinesterasa de Senecio
angulatus (argelino). Se evalud la actividad antioxidante mediante el método FRAP y
fenantrolina, la actividad antiacetilcolinesterasa con el método de Cromatografia
liquida — ionizacion por electro spray — espectrometria de masas. Los resultados
indicaron que los extractos hidrometandlicos y de acetato mostraron notables efectos
inhibitorios de la AChE con ICso de (6,04 + 0,05; 6,72 £ 0,10 mg/mL) respectivamente,
y el potencial antioxidante del acetato, obteniéndose valores de Agsde 11,15 + 0,72
mg/mL y 5,72 = 0,13 mg/mL, respectivamente. Concluye que esta especie puede
contribuir eficazmente con su efecto antioxidante y antiinflamatoria.

Faraone et al. (2018) llevaron a cabo la investigacion con el objetivo de evaluar
la actividad antioxidante y caracterizacion fitoquimica de Senecio clivicolus Wedd. Se
evalud la actividad de eliminacion de radicales mediante el método ABTS, DPPH y
radicales fisioldgicos como anidn superéxido y éxido nitrico Para comparar los
resultados de las diversas pruebas, se aplicé el indice de Capacidad Antioxidante
Relativa (RACI). La fraccion del extracto del acetato de etilo mostrd la mayor actividad
en todas las pruebas, esta fraccion present6 valores de 409,53 + 9,53 mg TE/gy 317,53
+ 5,81 mg TE/g en los ensayos ABTS y DPPH respectivamente, seguida de la fraccién
de n — butanol y el extracto de etanol puro. En cambio, en ambos ensayos, la actividad
mas baja se hallé en las fracciones de n — hexano y cloroformo. En conclusién, el
extracto de Senecio clivicolus Wedd, demostro tener efecto antioxidante.

Parra etal. (2017) realizaron el estudio con el objetivo de analizar la
composicién nutricional, actividad antioxidante y aislamiento de escopoletina de
Senecio nutans: apoyo a usos ancestrales y nuevos. El extracto fue evaluado por su
capacidad antioxidante mediante los métodos ABTS y FRAP, mostro un valor FRAP

(7,65 £ 0,06 umol TE/g DW), ligeramente inferior a los reportados para otras plantas



medicinales, mientras que los valores de ABTS fueron (13,01 £ 0,08 umol TE/g DW).
Este estudio representa el primer informe sobre el aislamiento de escopoletina de S.
nutans, vinculado a usos medicinales tradicionales en el norte de Chile, y la actividad
antioxidante del extracto podria ser significativa para nuevos usos de esta planta nueva.

Sharma & Shah (2015) realizaron la investigacion con el objetivo de evaluar
la composicion y actividad antioxidante de Senecio nudicalis Wall. (Asteraceae),
analizaron la actividad antioxidante mediante los ensayos DPPH, ABTS y de barrido
del 6xido nitrico; en la que el aceite mostro su actividad antioxidante significativa con
valores de ICso de 10,61 + 0,14 pg/ml, 11, 85 + 0,28 pg/ml y 11,29 + 0,42 pg/mL,
respectivamente.

Lahlou (2014) en su investigacion, tuvo como objetivo determinar la actividad
antioxidante, contenido de flavonoides y proantocianidinas fendlicas de Senecio
anteuphorbium. Se utilizaron las pruebas de FRAP y DPPH., el reactivo Folin Ciocalteu
para determinar el contenido fenolico total, método del tricloruro de aluminio para los
flavonoides y una mezcla de vainillina y &cido clorhidrico para las proantocianidinas.
Los resultados obtenidos indicaron esta especie posee una alta capacidad antioxidante
con correlacion positiva con los fitoquimicos cuantificados (R?= 0,96/0,9/0,81), los
niveles de polifenoles fueron de 21,53 + 1, 03 mg GAE/gE. Los flavonoides mostraron
la mayor cantidad, con 6,59 + 0,24 mg QE/gE, seguidos por las proantocianidinas, que
registraron 36,66 + 1,26 mg CE/gE. Se concluye que esta especie presenta una elevada
capacidad antioxidante la cual se relaciona positivamente con los fitoquimico
cuantificados.

Tan et al. (2010) estudiaron los compuestos fenolicos de Senecio scandens. Los
compuestos se identificaron a través de la combinacion de métodos espectroscopicos
(ESI — MS, 1H y 13C RMN), comparacién de datos bibliogréaficos y comparacion
directa por TLC y HPLC. Doce de los 22 compuestos fueron aislados de esta especie
los cuales se clasifican como acidos fendlicos y flavonoides. Los acidos fenolicos se
dividen en cuatro tipos: acidos fendlicos se dividen en cuatro tipos: acidos benzoicos,
acidos bencenoacéticos, p — hidroxicumaroyl y acidos cafeoyl. Concluyeron que
muchos de estos compuestos, como los acidos benzoicos, los acidos hidroxicinamicos
y los flavonoides, son muy comunes en las especies de la familia compositae.

Urzua & Andrade (2001) en el desarrollo de su estudio tuvieron como objetivo

determinar la composicion quimica comparativa de los exudados resinosos de Senecio



adenotrichius y S. viscosissimus. EI método empleado fue la cromatografia de gases —
masas (GC — MS). Del exudado resinoso de S. adenotrichius se identificaron los
siguientes compuestos, expresados como intensidades relativas en el cromatograma en
porcentajes, fenoles, acidos, sesquiterpenos, compuestos nitrogenados: indol. Ademas,
no se identificé un compuesto con M*112. En el exudado de Senecio viscosissimus se
encontr6 acidos monoterpenos, indol y dos compuestos no identificados de M* 138. Se
concluye que hay grandes diferencias en la composicion quimica de ambos exudados
resinosos.

Glennie etal. (1971) desarrollaron el estudio de las correlaciones entre la
quimica de los flavonoides y la geografia de las plantas en el complejo Senecio
radicans, donde se estudio los flavonoides comunes como los 3 — glucésidos y 3 —
rutinidos de kaempferol y quercetina, ademés del 7 — glucosido de apigenina.
Concluyeron que este género puede sumarse a una lista creciente de plantas en los que
surgen correlaciones claras entre la quimica de flavonoides y el origen geografico.
2.1.2. Antecedentes Nacionales

Garcia Noa (2023) oriento su estudio a determinar la capacidad antioxidante de
extractos de hojas de Senecio nutans Sch. Bip. “wiska taya”, evaluo el potencial
antioxidante mediante tres métodos DPPH, ABTS y FRAP, encontrando que la fraccion
metandlica present6 los mayores valores de 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). Concluyeron que la fraccion de acetato de etilo del
extracto metandélico demostré un alto contenido de compuestos fendlicos, mientras que,
la fraccion metandlica destaco por su capacidad antioxidante.

Huamani Ancasi (2021) se enfocé en el estudio fitoquimico de polifenoles
totales y determinacién de la actividad antioxidante por tres diferentes métodos del
extracto etanolico de las partes aéreas de Senecio nutans “chachacoma”. El contenido
de polifenoles totales se obtuvo por el método de Folin Ciocalteu, y la capacidad
antioxidante por los métodos: DPPH, FRAP, ABTS. Los resultados demostraron 67,9
mg EAG/100 g de polifenoles totales y en la actividad antioxidante un ICso de 8,28
mg/mL, también un TEAC 17,68 mg/mL y 10, 27 mg/mL por los métodos FRAP y
ABTS. Concluyo que el extracto presentd una importante capacidad antioxidante.

Aguilar Felices (2023) evalu6 la actividad antiinflamatoria, capacidad

antioxidante y toxicidad de compuestos fendlicos del extracto hidroalcohdlico de hojas



de Senecio rufescens D.C.. Se empled el método de estabilizacion de membrana y la
toxicidad de la Artemia salina. Los compuestos fenolicos demostraron su capacidad
antioxidante frente a los ensayos (DPPH, r=0,975, ABTS, r=0,983 y FRAP, r =0,993);
ademés demostr6 la actividad antiinflamatoria in vitro mediante la prueba de
estabilizacion de la membrana como también una toxicidad moderada (CLso = 123, 58
g/mL).

Jesus et al. (2021) determinaron la capacidad antioxidante y efecto protector de
los extractos acuosos e hidroalcohélico de Senecio rhizomatus Rusby “llancahuasi” en
“ eritrocitos sometidos a estrés oxidativo”. Emplearon el método DPPH, reduccion del
ion férrico y la determinacion del contenido total de polifenoles. También se analizo la
actividad sobre el sistema redox de la membrana plasmatica (PMRS) y se evaluo la
proteccion contra el estrés oxidativo en los eritrocitos, midiendo el contenido de
glutatién reducido (GSH) y malondialdehido (MDA). El contenido total de polifenoles
presentd una correlacion con la reduccién del ién férrico y con la eliminacion de
radicales DPPH, donde el extracto con mayor capacidad antioxidante fue el extracto
con maceracion en alcohol de 50° el cual también evidencid un incremento
significativo de PMRS al igual que el extracto macerado a 70°. En conclusion, los
extractos hidroalcohdlicos mostraron capacidad antioxidante los cuales aumentaron la
actividad del sistema redox y proteccién del estrés oxidativo en la membrana plasmatica
en eritrocitos de rata.

Aguilar Felices et al. (2020) estudiaron la capacidad antioxidante de extractos
obtenidos de las hojas de Senecio rufescens DC.. Se realiz6 la determinacion de la
actividad antioxidante mediante los métodos DPPH, ABTS, y FRAP a traves de los
cuales se obtuvo los siguientes resultados: La fraccion metandlica mostré6 una
capacidad antioxidante superior (529, 80 + 14,30; 444,38 + 11,31; 406,86 + 24,58
pmoles ET/g de extracto para los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, respectivamente).
En conclusion, la fraccion metanolica del extracto exhibié un elevado contenido de
fenoles totales y mayor actividad antioxidante.

2.1.3. Antecedentes Locales

Garcia Cayampi (2018) tuvo como objetivo evaluar la actividad
antiinflamatoria y antioxidante de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de
Senecio nutans Sch. Bip. “wiscataya”. Se utilizd el método de edema plantar con
carragenina en ratas albinas, y se emple6 el método DPPH para demostrar la actividad

antioxidante. En la actividad antiinflamatoria, se obtuvo el area bajo la curva (ABC =
6



1,58 + 0,62), el cual fue menor al diclofenaco como farmaco de referencia (ABC =1,71
+0,42). La actividad antioxidante en las concentraciones de 150 pg/mL y de 200 pg/mL
fue mayor al 50% de la actividad secuestradora del DPPH. Concluye que los
compuestos fenodlicos de las hojas de Senecio nutans Sch. Bip. “wiscataya”,
demostraron actividad antiinflamatoria y antioxidante que depende de la concentracion.
Vargas Paucar (2018) desarrollo el estudio del contenido de flavonoides y
fenoles totales en hojas de tres especies del género Senecio y determinacion de su
actividad antioxidante in vitro. Se determind utilizando los métodos DPPH, ABTS, y
FRAP. Para el ensayo DPPH, los valores de Clso fueron de 27,22 + 0,15; 33,86 £+ 0,16
y 38,11 + 0,84 pug/mL para S.adenophylloides Sch. Bip., S. graveolens Weed y S.
collinus DC., respectivamente. En el ensayo ABTS, los Clso fueron de 29, 85 + 0,12;
44,08 + 0,02 y 52,56 + 0,03 pg/mL para las mismas especies y en cuanto al ensayo
FRAP, los Clso mostraron valores de 5,49 + 0,04; 7,85 + 0,07 y 6,23 £ 0,03 pug/ml.

2.2. Marco Tedrico
2.2.1. Clasificacién Taxonémica de Senecio hyoseridifolius Wedd
La muestra de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”. Fue clasificada de

acuerdo al sistema Cronquist A 1988, por una especialista en taxonomia y sistematica

de plantas.

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTARACEAE

GENERO : Senecio

ESPECIE : Senecio hyoseridifolius Wedd.
N.V. . “ katkanka”

Fuente: Certificado emitido por la Blga. Laura Aucasime M. (Anexo 1)
La especie no presenta sinonimias comunes registradas en bases de datos
POWO, Tropicos ni GBIF, lo que sugiere que es poco estudiada o no ha sido

ampliamente utilizada en la literatura cientifica o tradicional.



2.2.2. Descripcion Botanica

Senecio pertenece al género de plantas de la familia Asteraceae, caracterizado
por su distribucion cosmopolita con més de 1200 especies y son identificadas como
plantas de tierra, herbaceas, arbustos, enredaderas y como arboles pequefios. Su nombre
se debe a que seis capitulos florales senescentes se parecen a mechones de pelo blanco
lo cual es util para la dispersion de sus semillas. La especie Senecio Hyoseridifolius
Wedd. cuya presencia ha sido reportada en Bolivia y Peru, en este ultimo se distribuye
principalmente en los departamentos de La Libertad, Ancash, Junin, Lima,
Huancavelica y Cusco, localizandose entre los 3700 y 4000 metros de altitud. Dentro
del pais, se han reportado 177 especies pertenecientes al género Senecio, las cuales se
desarrollan en una amplia variedad de ecosistemas, que incluyen desde zonas de costa
desértica y lomas hasta matorrales xerdfitos, valles interandinos y &areas de puna.
Muchas de estas especies presentan una distribucion limitada y son consideradas
endémicas. Ademas, nuevos registros y descripciones recientes han aumentado la
diversidad conocida de Senecio (Beltran & Roque Gamarra, 2015).
2.2.3. Composicion Quimica

El género Senecio comprende un gran numero de especies en territorio nacional,
sus usos tradicionales han sido atribuidos debido a la presencia de metabolitos tales
como alcaloides, triterpenos, saponinas y flavonoides. También contiene taninos,
terpenos, lactonas, etc.(Anco Vega, 2020). Los componentes quimicos de este género
incluyen sesquiterpenos, monoterpenoides, diterpenoides, triterpenoides, flavonoides,
cumarinas y otros compuestos, ademas los sesquiterpenoides son los componentes
predominantes (Yang et al.,2011).
2.2.4. Usos en la Medicina Tradicional

Segun Yang et al. (2011) las especies del género Senecio se utilizaban en la
medicina popular para el tratamiento de heridas, preparaciones antiinflamatorias,
vasodilatadoras y preparaciones antieméticas. Las partes investigadas quimicamente
son las raices, hojas, tallos, también en algunos casos las flores, y sus partes aereas.
2.2.5. Efectos de los Compuestos Fendlicos en la Salud Humana

Chikane et al. (2022) menciona que existe una relacion inversa entre el riesgo
de enfermedades cronicas y el consumo de una dieta rica en polifenoles. Los grupos
fendlicos son capaces de formar radicales fenoxilo estables, al aceptar un electron lo
cual paraliza las reacciones de oxidacion en las células. Los flavonoides y el acido L —

ascorbico, protegen de manera sinérgica el dafio oxidativo del ADN en los linfocitos.
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El consumo de flavonoides disminuye la oxidacion de LDL. El resveratrol, molécula
conocida por sus efectos beneficiosos en la salud ha sido estudiada recientemente por
su efecto en genes, contribuye la salud de los nervios y funciones cerebrales criticas,
como también involucra los procesos cognitivos. Ademas, se ha demostrado que los
polifenoles inhiben la reproduccion y crecimiento de variedad de hongos, levaduras,
virus y bacterias, al actuar como un mecanismo de defensa natural contra infecciones

microbianas.

Figura 1

Diferentes funciones farmacol6gicas de los compuestos fendlicos, polifenoles

] [ Envejecimiento ]
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2.2.6 Inflamacién y Fisiopatologia

Serhan et al. (2010) sostiene que la respuesta inflamatoria forma parte de un
proceso de respuestas celulares y humorales ante una lesion como también ante una
exposicion al calor o al frio, isquemia, traumatismo, etc. En el cual el cuerpo intenta
restaurar el tejido afectado. La respuesta inflamatoria aguda se caracteriza por la
adhesion de neutrodfilos al endotelio vascular, por otro lado, la respuesta inflamatoria
cronica se define como un proceso prolongado con inflamacion activa y constante
intento de reparacion ocasionado por la destruccion tisular.

La inflamacién comprende un conjunto de respuestas adaptativas a las lesiones

locales y sistémicas. Desde el reclutamiento de células fagociticas y eliminacion del
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material enddgeno, hasta alterar el medio interior, el proceso se basa en la
vasodilatacion provocada por las células del mdsculo liso, alteracion en la
permeabilidad vascular generada por la contraccion de las células endoteliales,
migracion de leucocitos fagociticos al sitio de inflamacion y fagocitosis. Las moléculas
que participan en el proceso bioquimico son los mediadores, inhibidores y moléculas
reguladores. Los mediadores quimicos como complementos y prostaglandinas, inician
eventos celulares pro inflamatorios donde es importante el papel de las citocinas,
derivadas de los macrofagos, controlan parte de los componentes derivados de los
hepatocitos, los componentes inactivos se activan proteoliticamente en un sistema de
cascada donde generan mediadores clave como el C5a, C3a, C4a, quienes regulan la
liberacion biomolecular de los mastocitos, tales como la histamina que es la causante
del aumento de la permeabilidad vascular. Las células polimorfo nucleares liberan
eucosanoides que aumentan la vasodilatacion, permeabilidad vascular y también la
adhesion de moléculas en la interaccion leucocito — célula endotelial (Whicher &
Evans, 1992). Por su parte, los inhibidores, pueden bloquear el sistema mediador. Las
moléculas reguladoras, son producidas en el lugar de la inflamacion, como el TNF, o
en un sitio distante como los glucocorticosteroides (Serhan et al., 2010).

Figura 2

Fisiopatologia de la inflamacion.
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2.2.7. Mediadores de la Respuesta Inflamatoria

Toledo Yupanqui (2014) define a los mediadores como proteinas plasmaticas

que modulan la respuesta vascular a la lesion, y pueden clasificar de la siguiente

manera:

a) Mediadores de Origen Celular

Mediadores preformados en granulos secretores. Son formados en los
mastocitos dentro de sus granulos, y son secretados ante una lesion en un tejido.
Estos mediadores son las aminas vasoactivas: histamina y serotonina. La
histamina se libera por degranulacion en respuesta a lesiones fisicas, reacciones
alérgicas, liberacion de anafilotoxinas C3a y Cba, proteinas liberadoras de
histamina, neuropéptidos y citocinas (IL1 y IL8).

Mediadores de nueva sintesis. Son metabolitos derivados del &cido
araquiddnico y son sintetizados por las enzimas ciclooxigenasa (quien forma
prostaglandinas y tromboxanos) y lipooxigenasa que origina lipoxinas y

leucotrienos.

b) Mediadores de Origen Plasmatico

Se originan en el higado, aparecen en la circulacién como precursores inactivos,

los cuales se activan al travesar una serie de escisiones proteoliticas. Las proteinas

plasmaticas forman parte de tres sistemas afines:

Sistema del complemento. Es el conjunto de proteinas plasmaticas que, al
activarse, generan complementos que inducen inflamacion, fagocitosis y lisis
celular.

Sistemas de coagulacion. Activa la trombina y formacion de fibrina, aumenta
la produccion de factores de coagulacion. Produce plasmina y degrada fibrina.
Sistema de cininas. Al activarse libera bradicinina. La cual aumenta la
permeabilidad vascular, contraccion del mdsculo liso y también dilata los vasos

sanguineos.

2.2.8. Especies reactivas de oxigeno.

Ahmad (2017) el oxigeno esta directamente asociado a las condiciones de vida

aerobia, pero al mismo tiempo involucra potencial debido a sus propiedades

paramagnéticas, las cuales son responsable de la formacion de “Especies reactivas de

oxigeno” (EROSs), y se pueden clasificar en:
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Especies radicalarias. Desde el punto de vista biolégica las especies
radicalarias de mayor interés estan el radical anion superoxido, hidroxilo, éxido
nitrico, hidroperoxilo, peroxilo, alcoxilo.

Especies no radicalarias. Las de mayor interés biologico son: acido

hipocloroso, peroxinitrito, peréxido de nitrégeno, y el oxigeno singlete.

2.2.9. Principales mecanismos o generadores de EROs

Surguchov & Ahmad (2024) los principales generadores de EROs son los

siguientes:

2.2.10.

Cadena de transporte electronico molecular. Es una de las principales
fuentes de especies reactivas de oxigeno en el organismo. Durante el
metabolismo oxidativo, entre el 1% y el 5% del oxigeno total que consume la
mitocondria se transforma en EROs, como resultado de la reduccion parcial del
oxigeno que genera el anion radical superoxido.

lones de metal de transicion. Las reacciones bioquimicas redox que dependen
del oxigeno y ocurren en el metabolismo celular incluyen la accion de la
Monoamino — oxidasa (MAO).

Exceso de ejercicio fisico. Durante el ejercicio fisico, el consumo de oxigeno
se incrementa para favorecer la produccion de ATP a través de la fosforilacidn
oxidativa mitocondrial, lo que a su vez aumenta la generacion de aniones
superoxido O2°.

La radiacion ionizante. Proviene de la atmdésfera y se genera a partir del agua,
lo que da lugar a la formacion de una gran cantidad de especies reactivas.
Pesticidas, contaminantes, humo de cigarrillo.

Toxicidad celular de las EROs.

Surguchov & Ahmad (2024) clasifican la toxicidad celular de las EROs de la

siguiente manera:

Interaccion con el ADN. Provocan hidroxilacion de las bases nitrogenadas,
entrecruzamientos e inhiben de la sintesis de proteinas, nucledtidos y acidos
grasos.

Interaccion con las proteinas. Oxidan los grupos sulfhidrilo, amino y
carbonilo, generando dafios estructurales y funcionales.

Interaccion con lipidos. Generan peroxidacion lipidica, lo que incrementa la

permeabilidad de la membrana celular y puede llevar a su lisis.
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2.2.11. Mecanismos de defensa antioxidante

Montero (1996) divide los mecanismos de defensa antioxidante en:

e Enzimaticos. Protegen el organismo de los seres vivos frente a los EROS que
son producidos durante el metabolismo. Los tres principales son: superéxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), y el glutation peroxidasa (GPX).

e No enzimdticos. Se encuentran presentes en los alimentos ingeridos por los
seres vivos, son capaces de neutralizar un Unico radical libre por molécula y
actuan a concentraciones elevadas.

Un grupo esta conformado por pequefias moléculas reductoras aqui se
encuentran el glutation reducido y la vitamina C. No son efectivos frente a peroxidacion
lipidica.

El otro grupo de antioxidantes no enzimaticos esta conformado por el alfa
tocoferol o vitamina E, la cual impide las reacciones en cadena producidas por los
radicales hidroperoxilo, y el alfa caroteno que es un protector eficiente frente al oxigeno
singlete.

2.3. Marco Conceptual
2.3.1. Liofilizacion

Como sefiala Orrego (2008) la liofilizacion es un proceso de secado mediante
sublimacién. Este proceso consta de dos pasos, el primero se basa en congelar la
muestra y en el segundo paso la muestra es secada mediante sublimacion directa del
hielo bajo presion reducida.
2.3.2. Compuestos Fenolicos

Vermerris & Nicholson (2007) sostienen que los compuestos fenolicos estan
formados por uno 0 méas grupos hidroxilo unido directamente a un anillo aromatico. La
estructura base de este grupo es el fenol, el anillo aromatico es el benceno, en este caso.
Figura 3

Estructura quimica del fenol

OH
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Segun lo expuesto por Lattanzio (2013) los compuestos fenolicos son
metabolitos secundarios de las plantas y constituyen una gran diversidad quimica
natural que engloba una enorme gama de compuestos, enzimas y un amplio espectro de
mecanismos de regulacion genética y del transporte de metabolitos y enzimas.

2.3.3. Clasificacion de Compuestos Fenolicos

R. Ahmad (2022) clasifica los compuestos fendlicos de la siguiente manera:
Compuestos simples fenolicos. Son los compuestos fendlicos que contienen una
unidad fenolica y que tienen una estructura de esqueleto C6.

Figura 4

Estructura general de un compuesto simple fendlico

OH

Acidos fendlicos. Contienen un &cido carboxilico, aqui se encuentra el &cido

hidroxibenzoico y los &cidos hidroxicindmicos.

Figura 5

Estructura de los acidos hidroxibenzoicos

OH OH OH
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Figura 6

Estructura general de los acidos hidroxicinamicos

OH

HO

Cumarinas. Las hidroxicumarinas son cumarinas sustituidas por un grupo hidroxilo.
Polifenoles. Son compuestos fendlicos que contienen mas de una unidad de fenol.
Flavonoides. Son compuestos polifendlicos con la estructura general que se muestra a
continuacion.

Figura7

Estructura general de los flavonoides
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Taninos. Existen tres tipos de taninos: hidrolizables, condensados y complejos.
Figura 8
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Figura 9

Estructura del acido galico

HO
OH

HO
OH

Otros compuestos fendlicos

Estilbenos. Las dos unidades de fenol estan unidas por dos carbonos con doble enlace.
Ejemplos: revesratrol, el pterostilbeno y el piceatanol.

Figura 10

Estructura base de los Estilbenos

9l
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R

Lignanos. Formados por dos unidades de fenol unidas por cuatro carbonos. Ejemplos
son el matairesinol, secoisolariciresinol y el pinoresinol.
Figura 11

Estructura base de los Lignanos
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Ligninas. Se encuentran estructuradas por unidades fenodlicas unidas entre si por
cadenas de carbono, y son polimeros de alto peso molecular.

Figura 12
Segmento de ligninas
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2.3.4. Actividad Antiinflamatoria

Amazu et al. (2010) destaca que es el potencial o a la capacidad de una sustancia
para poder ejercer un efecto antiinflamatorio. Se detecta usualmente en pruebas
bioguimicas, ensayos in vitro o in vivo.
2.3.5. Efecto Antiinflamatorio

Como lo explica Ravi et al. (2009) es el resultado observable que produce una
sustancia, después de un estudio clinico o experimental.
2.3.6. Radical Libre

Kore et al., (1995) lo define como toda especie quimica capaz de una existencia
independiente, que contiene en su capa electronica mas externa uno o mas electrones
no apareados. Se representa en la férmula por un punto ().
2.3.7. Trolox

Segun lo expuesto por Alberto et al. (2013) es el acido 6 — hidroxi — 2,5,7,8 —
tatrametilcromano — 2 — carboxilico), derivado del a — tocoferol, soluble en agua y se
utiliza como referencia para comparar la actividad antioxidante de otros compuestos y
es expresado como equivalentes Trolox.
2.3.8. DPPH

Castafieda et al. (2008) el radical libre estable 2,2 — difenil 4 — pircrilhidrazilo

recibe un 4tomo de hidrégeno proveniente de un donador apropiado, su solucién pierde

17



el color violeta caracteristico decolorandose hacia amarillo palido y su absorcion

maxima es entre 515y 517 nm.

2.3.9. ABTS

Franco-Torres etal. (2019) a partir de la reaccion de 2,2 azinobis — 3 —
etilbenzotiazolin — 6 — sulfonato de amonio con persulfato de potasio se obtiene el
radical ABTS® *, el cual se lee a una longitud de onda éptima de 754 nm.
2.3.10. FRAP

Enriquez (2021) el método FRAP se fundamenta en que los antioxidantes
pueden transformar el ion férrico (Fe*®) en su forma ferrosa (Fe*?). En este estado
reducido, el i6n se une al 2,4,6 — Trypiridil — s — Triazina (TPTZ), formando un
complejo de color. Por lo tanto este método evalla el poder reductor de la muestra de

interés a través de la transferencia de electrones

2.4. Marco ético y Legal

El 7 de julio del afio 2000 se publicé la ley N° 27300, la cual establece normas
para regular y fomentar el uso sostenible de las plantas medicinales en el Perd. Esta
legislacidn protege los intereses sociales, sanitarios y econoémicos del pais, y reconoce
el valor curativo de las plantas medicinales, la importancia de la investigacion
fitoquimica, la identificacion del principio activo y en algunos casos el desarrollo de
nuevas drogas, con el fin de validar cientificamente el conocimiento tradicional en

beneficio de la humanidad, formando parte del patrimonio de la Nacion(Rengifo, 2009).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Alcance de Investigacion

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar la actividad
antiinflamatoria y antioxidante del extracto hidroalcohdlico liofilizado de las hojas y
tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”. El estudio se desarrollara in vitro
en el Laboratorio de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga (UNSCH).

La actividad antiinflamatoria se evaluara mediante el método de estabilizacion
de la membrana de eritrocitos, utilizando globulos rojos como modelo bioldgico para
medir la inhibicion de la hemdlisis inducida.

La actividad antioxidante se analizard& mediante los metodos
espectrofotométricos DPPH, ABTS y FRAP.

3.2. Disefio de Investigacion

Experimental — Cuantitativo.
3.3. Unidad de Analisis.

Extracto hidroalcohdlico liofilizado de las hojas y tallos de Senecio
hyoseridifolius Wedd. “katkanka”.
3.4. Poblacion de Estudio

Hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka” que crece en el
distrito de Canaria, provincia de Victor Fajardo, region Ayacucho.
3.5. Muestra

Un kilogramo de hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd. “kakanka”
3.6. Criterios de Selecciéon
3.6.1. Criterios de Inclusion.

Hojas y tallos sanos y verdes
3.6.2. Criterios de Exclusion

Hojas y tallos contaminados
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3.7. Técnicas e Instrumentos de la Recoleccion de Datos
3.7.1. Recoleccion de la Muestra

Se selecciono las hojas y tallos, se lavé con abundante agua y se seco a la sombra
a temperatura ambiente, en una habitacién ventilada, sobre papel periddico,
aproximadamente por una semana (Garcia Noa, 2023).

3.7.2. Preparacion del Extracto Hidroalcoholico Liofilizado.

Como lo explica Garcia Noa (2023) se sec6 la muestra a una temperatura
inferior a 40 °C y seguido se pulverizaron 500 g de la muestra deshidratada en un
molino. Seguidamente, se macer0 en una solucion hidroalcohdlica al 70% en una
proporcién de 1:10 mL., se mantuvo en reposo durante 7 a 10 dias. Después se filtré y
concentrd hasta alcanzar un 20% de sélidos totales en un Bafio Maria a 40 °C. Se afiadio
maltodextrina DP10 y se obtuvo una concentracion del 15%, luego se congeld a — 60
°C por un dia. El extracto liofilizado se almacend en refrigeracion hasta su uso.

3.7.3. Identificacion de los Metabolitos Secundarios

Fueron determinados por el tamizaje fitoquimico (Miranda Martinez, 2002)
Taninos y/o fenoles

e Ensayo de cloruro férrico (FeCls): Se afadieron tres gotas de una solucion al
5% de FeClz a una alicuota del extracto. La formacién de coloracion indico un
resultado positivo.

Flavonoides

e Ensayo de Shinoda: A una porcién del extracto se incorpor6 1 mL de HCI
concentrado y un pequefio fragmento de cinta de magnesio. Tras agitar y dejar
reposar, se observé una coloracion roja como indicativo de resultado positivo.

Alcaloides

e Se prepar6 una solucion &cida afiadiendo 1 mL de HCI al 1% a una alicuota del
extracto.

e Ensayo de Dragendorff: Se afiadieron tres gotas del reactivo a la solucion acida.
La aparicion de turbidez indico presencia de alcaloides.

e Ensayo de Mayer: Tras agregar una pizca de cloruro de sodio, agitar y filtrar, se
afiadieron tres gotas del reactivo. La opalescencia resultante fue sefial de prueba
positiva.

e Ensayo de Wagner: A la misma solucion se incorporaron tres gotas del reactivo.

La turbidez observada confirmé un resultado positivo.
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AzUcares reductores

e Ensayo de Fehling. Se mezclaron 2 mL de agua con una alicuota del extracto, se
agregaron 2 mL del reactivo y se calentdé por 5 minutos en bafio maria. La
aparicion de un precipitado rojizo indicé resultado positivo.

e Ensayo de Benedict. A una porcién del extracto se agregaron 2 mL de agua y 2
mL del reactivo, calentando por 5 minutos. Una coloracién verde reveld la
presencia de azUcares reductores.

Cumarinas

e Ensayo de Baljet. Se adicion6 1 mL del reactivo Baljet (mezcla de NaOH al 10%
y acido picrico al 1% en etanol) sobre uba muestra del extracto. El viraje a un
tono rojo oscuro confirmo la presencia de cumarinas.

Saponinas

e Ensayo de Espuma. Una porcidn del extracto se mezclé con agua en proporcion
1:5 y se agitd intensamente durante cinco minutos. La formacion de espuma
estable por mas de dos minutos se interpretd como resultado positivo

Catequinas

e Ensayo de Catequinas. Se aplicd una gota del extracto sobre papel filtro con
ayuda de un capilar. Luego se afiadio una solucién de carbonato de sodio y se
dejo secar. Bajo luz ultravioleta, la presencia de una mancha de tono verde
carmelita indicd resultado positivo.

Aminoacidos

e Ensayo de Ninhidrina. Se mezclaron 2 mL de solucion de ninhidrina al 2% con
una porcion del extracto. Luego se calenté por cinco minutos en bafio de agua
caliente. La aparicion de un tono azul violeta confirmé un resultado positivo.

3.7.4. Cuantificacion de Fenoles Totales

Segun Alejandro (2009) la cantidad de compuestos fenolicos totales en el
extracto se determind mediante espectrofotometria, utilizando el método de Folin —
Ciocalteu (Anexo 12), el cual se basa en una reaccién colorimétrica de tipo éxido
reduccion.
3.7.5. Cuantificacion de Flavonoides

Hossain et al. (2013) determinaron el contenido de flavonoides se determind

mediante el método colorimétrico de cloruro de aluminio (Anexo 14), formando un
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complejo rosado que se mide en el espectrofotometro a una longitud de onda de 510
nm.
3.7.6. Determinacion de la Actividad Antiinflamatoria in vitro

De acuerdo con Sarveswaran et al. (2017) se demostré mediante la aplicacion
de la metodologia de estabilizacion de la membrana de los eritrocitos humanos.
3.7.4. Preparacion de la Suspension de Eritrocitos

Como lo explica Vila Sosa (2024) se obtuvieron 4 mL de sangre de un donante
saludable a través de una venopuncion. Previamente, el voluntario no habia ingerido
AINES en los 14 dias anteriores al experimento. A la muestra sanguinea se le afiadio
un volumen equivalente de reactivo Alsever (Sigma Aldrich) y posteriormente se
centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. EI concentrado celular obtenido se lavo con
suero fisioldgico al 0,9% hasta eliminar cualquier rastro de suero en el paquete globular.
Finalmente, se prepar6 una solucion de eritrocitos al 10 % utilizando suero fisiologico.
3.7.5. Preparacion de las Muestras Problemas y Estandares

Segun Vila Sosa (2024) se elaboraron soluciones del extracto en agua estéril
con concentraciones de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; y 3,0 mg/mL, utilizando diclofenaco sddico
(presentado en una solucion inyectable de 75 mg/mL de GEMEFAR S.A.C) y
dexametasona sodio fosfato (en una solucion inyectable de 4 mg/2mL de PHARMA
GENERICOS (Vila Sosa, 2024).
Estandarizacion del método de estabilizacion de la membrana de eritrocitos
humanos
Tabla 1

Estandarizacion del método de estabilizacion de la membrana de eritrocitos humanos

Ensayo
Reactivos Blanco 1 2 3 4 5
Agua estéril 2 2 2 2 2 2
Buffer salino (pH=7,4) 1 1 0,75 05 025 O
Buffer en agua(pH=7,4) 0 0 0,25 05 0,75 1
Solucidn salina 0,9% 1,5 1 1 1 1 1
Suspension de eritrocitos 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Las mezclas fueron incubadas durante 30 minutos en bafio maria a 37 °C, y
luego se centrifugaron a 3000 rpm durante cinco minutos. Finalmente, se midi6 su

absorbancia a 560 nm, realizando el procedimiento por triplicado (Vila Sosa, 2024).
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3.7.6. Procedimientos con las Muestras en Estudio
Tabla 2

Método de la estabilizacién de la membrana de eritrocitos humanos

Ensayos

Reactivos Blanco Control Estandar Muestra

problema
Agua destilada 2 2 1 1
Muestra 0 0 1 1
Buffer salino 0,5 0,5 0,5 0,5
(Ph=7,4)
Buffer en agua 0,5 0,5 0,5 0,5
(pH=7,4)
Solucién salina 1,5 1 1 1
0,9%
Suspension de 0 0,5 0,5 0,5
eritrocitos

Las mezclas se incubaron en bafio Maria a 37 °C durante 30 minutos v,
posteriormente, se centrifugaron a 3000 rpm durante cinco minutos. Finalmente, se
midié su absorbancia a 560 nm, realizandose el procedimiento por triplicado (Vila Sosa,
2024).

El porcentaje de proteccion de membrana se calculd con la siguiente ecuacion:

Abs muestra) o 100]
Abs control

Proteccion (%) = 100 — [(

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

Esta ecuacidon expresa la relacion entre las absorbancias obtenidas en las
muestras analizadas y la del control. Se considera que el control genera una hemolisis
completa (100%), y a partir de este valor se calcula el porcentaje de eritrocitos que
fueron lisados La diferencia obtenida permite determinar el porcentaje de células no
lisadas, lo cual refleja el nivel de proteccién conferido.
3.7.7. Determinacion de la Actividad Antioxidante in vitro

Para el ensayo se prepararon concentraciones del extracto a 0,5; 1,0 y 3,0
mg/mL en agua.
3.7.7.1. Método de Secuestro de Radical DPPH

Se realizo el ensayo segun la metodologia descrita por Garcia Cayampi (2018):
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Se prepard una solucion patron (SP) disolviendo 24 mg de reactivo DPPH en 100 mL
de metanol, y se almacend en refrigeracion. Para obtener la solucion de trabajo (ST), se
mezclaron 10 mL de SP con 45 mL de metanol, ajustando la absorbancia a 1,1 £ 0,02
a 517 nm con metanol.

Para la curva de calibracion, se pesaron 12,5 mg de Trolox y se disolvieron en
50 mL de metanol. A partir de esta solucién, se tomaron volimenes de 0,1,2,4,6,8 mL,
completando hasta 10 mL con metanol para obtener concentraciones finales de 25, 50,
100, 150, 200 pg/mL. Posteriormente, las soluciones se agitaron durante cinco minutos
y se siguio el procedimiento indicado para la muestra.

En la preparacion de las muestras, se tomaron 150 pl de cada concentracion de
extracto diluido y se mezclaron con 2850 ul de ST. Luego, las muestras se dejaron en
reposo, durante 30 minutos en ausencia de luz y se midié su absorbancia a 517 nm en

el espectrofotometro. Cada medicion se realizd por triplicado.

Calculos:

% AA = ADPPH (Amp - Ablanco) % 100

ADPPH

Donde:
% AA: Porcentaje de la actividad antioxidante
AprpH : Absorbancia inicial de la solucion de DPPH
Anmp : Absorbancia de la reaccion de la muestra y DPPH
Asio : Absorbancia del blanco
3.7.7.2. Método Reaccion con el Radical ABTS

Segun lo descrito por Torres Durand (2018) el ensayo se llevd a cabo de la
siguiente manera:
Solucion 1: 40,6 mg de reactivo ABTS en un volumen final de 10 mL con agua
destilada.
Solucién 2: Se disolvieron 7 mg de persulfato de potasio (K2S20sg) en 10 mL de agua
destilada.
Solucion patron(SP): Se mezclaron las soluciones 1 y 2, dejandolas reposar durante
12 horas.
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Solucidn de trabajo (ST): Se diluyé 1 mL de la SP en 60 mL de metanol y se midid la
absorbancia a 734 nm, ajustandola a 1,1 £ 0,02 con metanol.

Para la curva de calibracion se prepard una solucion de Trolox disolviendo 12,5
mg en 50 mL de metanol. A partir de esta se tomaron 0; 0,5; 1; 2; 3y 4 mL, completando
hasta 10 mL con metanol, obteniendo concentraciones de 0; 12,5; 25; 50; 75 y 100
pg/mL. Las soluciones se agitaron durante cinco minutos y se continud con el
procedimiento correspondiente a la muestra.

En la preparacion de las muestras, se tomé un volumen de 150 pl de cada
concentracion de extracto y se midid su absorbancia a 734 nm. Cada medicién se realizo
por triplicado.
3.7.7.3. FRAP

Segun lo descrito por Tharindu Madhuranga & Samarakoon (2023) se procedid
con el ensayo:

Para la solucion de trabajo preparamos el buffer acetato, 310 mg acetato de
sodio + 1,6 mL Ac. Acético con un volumen total de 100 mL de agua destilada
ajustando el pH a 3,6. Luego, se prepard la solucion de 2,4,6 tripridylls — triazine (S2),
pesamos 31,2 mg de TPTZ vy disolviéndolo a 10 mL con solucion HCI 40 mM. A
continuacion, se preparo el cloruro férrico hexahidratado(S3), disolviendo 54,1 mg de
cloruro férrico aforados en 10 mL de MeOH. Se combinaron 25 mL de (S1) + 2,5 mL
de (S2) + 2,5 mL de S3 y calentar a 37 °C durante 30 minutos.

Para la curva de calibracién se pesaron 12,5 mg de Trolox, aforamos a 50 mL
con metanol. Se tomaron alicuotas de 0; 0,5; 1, 2, 4, 6 y 8 mL de esta solucion,
aforandose con 10 mL con metanol. Después de agitar durante 5 minutos, se siguié el
mismo procedimiento utilizado para la muestra.

La preparacion de la muestra se realiz6 tomando 150 ul de extracto, luego se
afiadié 2850 pl de ST. Las mezclas se incubaron por 30 minutos a 37 °C en oscuridad,
y finalmente se midié la absorbancia a 593 nm.

3.8. Analisis de Datos

Los resultados se expresaron mediante tablas y figuras de barras, y fueron
analizados estadisticamente haciendo uso del programa estadistico SPSS (version
29.0). Se determinaron los valores promedio y las desviaciones estandar. Para comparar

los grupos, se aplico un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del
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95%, seguido de la prueba de post hoc de Tukey para identificar las similitudes entre

las medias de los grupos de evaluados y los estandares.

3.9. Consideraciones Eticas

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vitro se emplearon 5
mL de sangre obtenida por puncion venosa del brazo izquierdo de un joven voluntario
joven y saludable. Antes de la extraccion, el participante declard su consentimiento
informado tras recibir una explicacion detallada sobre los objetivos y el procedimiento
del estudio. Asimismo, se confirmd que no haber ingerido antiinflamatorios no
esteroideos en los catorce dias previos, lo cual es un criterio importante para evitar

interferencias en los resultados de la investigacion.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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Tabla 3
Identificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcoholico

liofilizado de las hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka” Ayacucho

2024

Metabolito Ensayo Resultado Observacién
secundario
Compuestos FeCl; 1% ++ Azul oscuro
fendlicos
Flavonoides Shinoda + Rojo guindo
Turbidez
Alcaloides
Dragendorff Opalescencia
Mayer +++ Turbidez
Wagner Coloracion roja
Azlcares reductores  Fehling ++ Coloracion verde
Benedict
Coloracién rojo
Cumarinas Baljet ++ oscuro
Saponinas Espuma + Formacion de
espuma
Catequinas Catequinas + Coloracion  verde
carmelita
Aminoacidos Ninhidrina + Coloracion azul
Leyenda:

(+++) : Abundante cantidad

(++) : Regular cantidad

(+) : Poca cantidad

29



Tabla 4

Contenido de fenoles totales y flavonoides en el extracto hidroalcohdlico liofilizado de
Senecio hyoseridifolius Wedd “katkanka”

Fenoles totales (mg GAE/g de Flavonoides (mg QE/g de extracto)
extracto)

36,11+ 0,24 11,30 + 1,66

Leyenda:
GAE : Equivalentes de Acido Galico

QE : Equivalentes de Quercetina
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Figura 13

Actividad antiinflamatoria expresada en porcentaje de proteccién de membrana de
eritrocitos humanos del extracto hidroalcohdlico liofilizado de los tallos y hojas de
Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”, Ayacucho 2024
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Figura 14

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH con el extracto hidroalcoholico liofilizado

de los tallos y hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”, Ayacucho 2024
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Figura 15

Porcentaje de inhibicion del radical ABTS con el extracto hidroalcohdlico liofilizado

de los tallos y hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”, Ayacucho 2024
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Figura 16

Actividad antioxidante por el método FRAP del extracto hidroalcohdlico liofilizado de
los tallos y hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”, Ayacucho 2024
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Tabla 5
Actividad antioxidante equivalente a Trolox del extracto hidroalcoholico liofilizado de
los tallos y hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”, Ayacucho 2024

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (umol TE/g de muestra)

DPPH ABTS FRAP
Extracto 117,80 + 13,36 64,02+ 7,12 95,60 + 7,12
hidroalcohodlico

liofilizado

Leyenda: TE: equivalente a Trolox.
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CAPITULO V. DISCUSION

Los resultados obtenidos a partir del tamizaje fitoquimico que fue realizado del
extracto hidroalcoholico liofilizado de las hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius
Wedd. , recolectadas en el distrito de Victor Fajardo - Ayacucho, donde segln el
tamizaje fitoquimico el extracto contiene cualitativamente catequinas, azlcares
reductores, lactonas, saponinas, compuestos fendlicos, taninos, aminoacidos,
flavonoides, antocianidinas y alcaloides. Lo cual coincide con estudios como los de
Blanco-Olano etal. (2020) del Senecio tephrosioides Turcz. Donde se hallaron
terpenos, compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides de pirrolizidina y lactonas, los
cuales revelan su importancia en el tratamiento y manejo de enfermedades. En la
investigacion de Soriano et al., (2004) se encontrd una gran cantidad de compuestos
fenolicos, tales como flavonoides y taninos, ademas de alcaloides, esteroides y
triterpenoides, los cuales guardan relacion con los resultados obtenidos en la presente
investigacion.

Esta especie presenté una baja concentracion para fenoles y flavonoides,
36.1100 £ 0,24 y 11,30 * 1,66 respectivamente. En comparacidn con otras especies del
género Senecio, se han reportado niveles mas elevados. Segun el estudio de Felices
et al. (2020) el contenido de fenoles y flavonoides en las hojas de Senecio rufescens
DC, el extracto metanolico obtuvo 64,5 + 1,17 mg GAE/g de extracto para fenoles
totales y 36,55 = 1,91 mg QE/g de extracto para flavonoides. También en estudios
como el de Vargas (2018) el Senecio collinus DC, obtuvo un contenido de 30,47 + 0,45
mg de EAG/g de muestra seca y para flavonoides totales 26,20 + 0,34 mg de EQ/g de
muestra seca. Estos resultados sugieren que algunas especies del género Senecio
pueden presentar una menor acumulacion de metabolitos secundarios, lo cual puede ser
debido a las condiciones ambientales que influyen en la sintesis de estos compuestos,
a consecuencia de la interaccion con el medio ambiente, la condicion del suelo y
condiciones climaticas (Kobayashi, 2004).

El método de la estabilizacion de la membrana de eritrocitos utilizado para la

determinacién de la actividad antiinflamatoria in vitro, se basa en la relacion de las
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membranas de los globulos rojos con la de la membrana lisosomal, a traves de la
inhibicion lisosomal y la lisis provocada por el calor de la membrana de los glébulos
rojos. La acumulacion excesiva de liquido dentro los glébulos rojos resulta en la ruptura
de sumembrana y por consecuente la hemdlisis de los eritrocitos. La membrana dafiada
hace susceptible a dafios secundarios inducido por radicales libres. Por lo tanto la
estabilizacion de la membrana de los lisosomas es significativo para controlar la
respuesta inflamatoria (Sarveswaran et al., 2017).

La actividad antiinflamatoria en porcentaje de proteccion de la membrana de
eritrocitos humanos, por accion del extracto hidroalcohdlico liofilizado de las hojas y
tallos de “katkanka” a concentraciones 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 y 3,0 mg/mL y los dos
estandares de referencia que son la dexametasona y el diclofenaco ambas a
concentracion de 1,0 mg/mL. La concentracion del extracto a 1,0 mg/mL presenta un
porcentaje de proteccion de 82,76% inferior al estdndar dexametasona con 97,17% de
proteccién y al diclofenaco con 95,74% de proteccion, mientras que la concentracion
del extracto al 0,5 mg/mL, es la que registré el mayor porcentaje de proteccidn con un
85,09%. Por otro lado, las concentraciones evaluadas (0,25; 1,0 y 3,0 mg/mL),
registraron valores de porcentaje de proteccion cercanos entre si (82,76; 83,82 y 83,65).
El extracto no presenté una relacion con respecto al aumento de la concentracion. A
pesar de que esperaba un mayor porcentaje de inhibicién a medida que se incrementaba
la dosis, los resultados mostraron un comportamiento distinto, a concentraciones mas
bajas se evidenciaron porcentajes de inhibicion mas elevados que las concentraciones
mayores. Lo cual si sucede con estudios como el de Aguilar Felices (2023) en donde el
porcentaje de inhibicion de hemdlisis de glébulos rojos de los compuestos fenolicos de
S. rufescens DC., a las concentraciones de 1, 2, 3, 4 y 5 mg/mL; y de los controles
dexametasona y diclofenaco, no muestran ningln dato atipico, por lo que los datos
siguen una distribucion aproximadamente normal. De igual manera, Garcia Cayampi
(2018), hace referencia en su estudio que la actividad inhibitoria de la hemolisis de
eritrocitos es dependiente de la concentracion del extracto, debido a que al aumentar la
concentracion del extracto liofilizado de Senecio nutans Sch. Bip., utilizando
concentraciones de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 y 3,0 mg/mL, se reporta que la concentracién del
extracto a 0,1 mg/mL presenta un porcentaje de proteccion de 13,65% de proteccion,
mientras que la concentracion del extracto a 3,0 mg/mL, es la que registro el mayor
porcentaje de proteccion con un 78,70%. ElI comportamiento del extracto puede

explicarse mediante el fendémeno conocido como respuesta hormética. Segun el modelo
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propuesto por (Belz & Duke, 2022) este fendmeno da lugar a una curva bifasica o en
forma de campana, donde las dosis bajas estimulan una respuesta favorable, mientras
que dosis altas reducen o incluso inhiben dicho efecto. Esto podria atribuirse a la
presencia de metabolitos secundarios que actdan de forma compleja, activando ciertos
mecanismos a bajas concentraciones y blogueandolos o saturandolos a concentraciones
mayores. Por lo tanto, los resultados se alinean con lo descrito en la literatura, y resaltan
la importancia de considerar estos comportamientos no lineales al evaluar el potencial
terapéutico de extractos vegetales.

La actividad antioxidante del extracto liofilizado de las hojas y tallos de
“kaktkanka” utilizando la metodologia de DPPH, se registr6 que la actividad
antioxidante se incrementa en relacion al aumento de la concentracion del extracto,
siendo la concentracion 10 mg/mL la de mayor capacidad de captacién del radical libre
con un 53,21%, en comparacion con las concentraciones 1 mg/mL y 5 mg/mL donde
se obtuvo los valores de 10,79% y 30,67% respectivamente. Ademas, en el anexo 14,
se muestra la reaccion positiva entre el radical DPPH y el compuesto antioxidante, con
el cambio en la coloracion violeta hasta amarillo. En el analisis de varianza (anexo 23)
se muestra una diferencia muy pronunciada (p=4,90x107°) entra las medias evaluadas.

La metodologia de secuestro del radical cationico ABTS, se basa en la reaccién
del radical ABTS", con un antioxidante presente en la muestra. Inicialmente el ABTS
se oxida a su radical cation ABTS™. Ademas, es soluble en agua y solvente organicos
lo que le permite determinar la capacidad antioxidante de compuestos hidrofilicos y
lipofilicos(Munteanu & Apetrei, 2021). Los resultados de la actividad antioxidante del
extracto liofilizado, utilizando el método ABTS, siendo la concentracion de 5 mg/mL
la de mayor actividad, obteniendo un valor de 72,55%, seguido de la concentracion de
3 mg/mL la cual obtuvo 50,72 % y finalmente la concentracién de 1 mg/mL con 27,48
% de actividad antioxidante. Ademas, que en el anexo 16, se muestra la reaccion
positiva entre el antioxidante y el radical ABTS, de coloracion inicial turquesa, el cual
va cediendo segun se incrementa la concentracion del extracto evaluado. Al realizar el
analisis de varianza (anexo 24), se muestra diferencia significativa (p<0,05), entre las
medias evaluadas.

La actividad antioxidante del extracto liofilizado en unidades de equivalente
Trolox, teniendo un valor de 117,81 + 13,36, utilizando la técnica de DPPH, mientras
que con la técnica ABTS se obtuvo un valor de 64, 0233 + 7,13, y finalmente 95,61 +

7,13 para la técnica FRAP. Como se puede apreciar, la capacidad antioxidante
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determinada mediante el método DPPH fue superior en comparacion con la obtenida
por el método ABTS. Este resultado no coincide con lo reportado en la literatura, donde
usualmente el método ABTS arroja valores més elevados de equivalentes Trolox,
debido a su mayor sensibilidad y su capacidad para reaccionar tanto con compuestos
hidrofilicos como lipofilicos (Shah & Modi, 2015).

Sin embargo, esta diferencia puede atribuirse principalmente a las
concentraciones utilizadas en cada ensayo. Para el método DPPH se evaluaron
concentraciones de 1, 5y 10 mg/mL, mientras que para ABTS solo se emplearon 1,3 y
5 mg/mL. Al haber una mayor concentracion de extracto en el ensayo DPPH, se
incremento la disponibilidad de compuestos antioxidantes capaces de neutralizar los
radicales libres, lo cual se reflejé en una mayor actividad antioxidante expresada como
equivalentes Trolox.

Por lo tanto, si bien las caracteristicas propias de cada método influyen en los
resultados obtenidos, también es fundamental considerar las condiciones
experimentales al momento de realizar comparaciones.

El ensayo FRAP se basa en la capacidad de los antioxidantes para donar
electrones y reducir el ion férrico Fe3* a ion ferroso Fe2*. El proceso ocurre en un medio
4cido, donde el completo Fe?* - TPTZ resultante genera una coloracion azul cuya
intensidad es proporcional a la capacidad reductora del extracto. Se obtuvo tuvo valor
de 95,61 + 7,13 EQT/g de muestra, al hacer la comparacion con el método DPPH, se
encontraron diferencias significativas, lo que subraya la importancia de los mecanismos
subyacentes de cada ensayo para interpretar adecuadamente la actividad antioxidante
del extracto de “katkanka”. Mientras que FRAP mide la capacidad reductora total
mediante la donacion de electrones, DPPH evalla la capacidad de neutralizar radicales
libres mediante la donacion de atomos de hidrogeno. Esta variabilidad ha sido
documentada en estudios previos, por ejemplo, encontraron que la eficiencia de DPPH
y FRAP para estimar la actividad antioxidante en Senecio clivicolus Wedd, diferia
significativamente, sugiriendo que cada meétodo evalla diferentes aspectos de la
capacidad antioxidante(Aguilar Felices et al., 2020).

En el contexto de este estudio, los resultados obtenidos sugieren que el extracto
vegetal de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”, posee una mayor capacidad
reductora, evidenciada por el ensayo FRAP, en comparacion a los métodos DPPH y
ABTS. Esta diferencia podria deberse a la presencia de compuestos fenolicos en el

extracto que son mas donadores de electrones que donadores de atomos de hidrégeno.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES
El extracto hidroalcohdlico liofilizado de las hojas y tallos de Senecio
hyoseridifolius Wedd. “katkanka” presenta actividad antiinflamatoria y
antioxidante.
Los metabolitos secundarios encontrados en el extracto hidroalcohdlico
liofilizado fueron fenoles, flavonoides, azucares reductores, lactonas y/o
cumarinas, aminoacidos, alcaloides y triterpenos y/o esteroides.
El contenido de fenoles totales fue de 36,11 + 0,24 mg GAE/g de extracto, y
flavonoides (11,30 + 1,66 mg QE/g de extracto).
La actividad antiinflamatoria expresado en porcentaje de proteccion de glébulos
rojos fueron de 82,75%; 83,81%; 85,09%; 83,65% y 78,92% para las
concentraciones de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 y 3 mg/mL.
La actividad antioxidante para los radicales DPPH, ABTS y para FRAP fueron
de 118,80; 64,02 y 95,60 umol TE / g de extracto respectivamente.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES
Continuar con investigaciones in vivo, evaluando tanto la actividad
antiinflamatoria como la antioxidante.
Realizar estudios con el uso de la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) como una herramienta esencial para la identificacion y cuantificacion
de principios activos presentes en la especie analizada.
Realizar estudios sobre otras especies del género Senecio para identificar
posibles diferencias en la concentracién de compuestos activos.
Realizar preparados farmacéuticos a base la planta estudiada, como cremas o
capsulas, para que sus beneficios antiinflamatorios y antioxidantes puedan ser
aprovechados de manera mas eficiente por la poblacién
Incentivar el consumo de la planta estudiada, debido a su capacidad
antioxidante para prevenir enfermedades cronicas como el céncer,

enfermedades cardiovasculares, diabetes y enfermedades neurodegenerativas.
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Anexo 01

Constancia de identificacion botanica de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”

CONSTANCIA

LA BJOLOGA LAURA AUCASIME MED|NA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA ¥ SiSTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Cue, la Baghiller en Farmecia y Bioguimica, Srta. Yanina Sara, DE LA CRUZ
PERA, ha soficitado la wentficacidn da una muestra vegotal para trabag de
tagds.

Cicha muestra ha sido esludisda y delerminada segum e Sistema de
Clasificacion de Cronguist. A. 1988, Siendo su faxonomia e sigusenta:

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA

CLASE ! MAGNOLIOPS IDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA i ASTERACEAE

GENERO i Senecio

ESPECIE : Senecin hyoseridifolivs Wedd.
H.V.. i “katkanka”

Sa expide la presenta constancia a soliciud de 3 interesada para ios
fines gue estime comeniente,

Ayacucha, 11 da sebambre del 2024

i
.r"

@Al

BlOLOGA
Pag, CEF WET ER-Xm
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Anexo 02

Flujograma del procedimiento metodol6gico para la recoleccién de datos.

|

¥
[ racncrines |




Anexo 03

Recoleccion de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”
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Anexo 04

Diagrama de flujo para la obtencion del extracto hidroalcohdlico liofilizado.

Pesar 200 gramos de Senecio hyoseridifolius
Wedd. “katkanka” seco y pulverizado

&

Usando
> alcohol al 70
Extraccion % en una
proporcion
de 1:10,
durante siete
_ dias con
Filtrado agitacion
periodica.
Concentrar :
el eXtI’élCtO <j Concentrado
en bafo
maria
hasta 5 Colocar en
evaporacio estufa a 40 °C,
t nen t hasta sequedad
emperatur
P Secado |:> total.
a menor a
45 °C
: Mezclar con

maltodextrina,
Liofilizado posteriormente
congelar a 60 °C

por 24 horas, y
sublimar a — 80
°C por 48 h.
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Anexo 05

Obtencion del extracto hidroalcohélico liofilizado.
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Anexo 06.

Identificacion de los metabolitos secundarios.

Ensayo Reactivo Caracteristica Resultado
positiva

Cloruro férrico 2 mL de Verde intenso
muestra + 3
gotas de
cloruro férrico

Shinoda 2 mL de Coloracion
muestra+1mL naranja
HCI(c) +

pedazo de Mg

Dragendorff 2 mL de Presencia de

Mayer muestra + 3 opalescencia,

Wagner gotas de turbidez 0
reactivo precipitado

Fehling 2 mL de Coloracion rojo
muestra + 3 0 precipitado
gotas de rojo
reactivo
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Espuma - 1 mL de Espuma en la

saponinas muestra, 5 mL superficie de 2
H.0@  agitar mm por mas de
fuertemente dos minutos
por 5 — 10
minutos

Ninhidrina 2 mL de Coloracion
muestra+2 mL  azul violaceo
de ninhidrina al
2% en bafio
Maria

Catequinas

(Luz UV 366

nm)
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Anexo 07
Reacciones quimicas del tamizaje fitoquimico
ENSAYO DE CLORURO FERRICO

OH o)

+ FeCh(neutral) ___ . Hy[Fe,"( )] + 3HCI

ENSAYO DE SHINODA

OH

clr
2+ HO O+
Mg O AN
—_—
HClI
ZSon
OH

ENSAYO DE DRAGENDORFF

N A + [8il,]
+ Kgiy —> Bl
N N,
K
ENSAYO DE MAYER
N N
+ KoHalyl  — K[Hal, 1
; P + KlHgl,]
N,
K
ENSAYO DE WAGNER
X AN £
3
_ + K + 1, —> _
N N
K
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Anexo 08

Reacciones quimicas del tamizaje fitoquimico

ENSAYO DE FEHLING

00
CHO
/ (HOHC),
wony, 20’ + s — T Cu0+3H,0
| CH,OH
CH,OH
ENSAYO DE BENEDICT
1 |
2+ + Cuo
+ cCu — N 2
R/\ H HaC OH

ENSAYO DE BALJET

1 — —

— OH R R
— — — OH
X O,N
o~ o R
Z/ 5\0
o NO,

R

ENSAYO DE NINHIDRINA

/O )
0 H,C
OH 3\
+ -NH, —» ‘ N—
OH (
‘o 0 HO
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Anexo 09

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

[ ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VITRO ]

Y

CONTROL ]

A 4

'

[ ESTANDAR ]

[ MUESTRAS ]

g 2

v v v

EEE R

[ Agua 2 mL ]

!

' v v 3 v v 3
/ Composicién: \
Agua: 1 mL

Muestra: 1 mL
Buffer salino(pH=7,4): 0,5 mL
Buffer en agua (pH=7,4): 0,5

Solucién salina 0,9 %: 1 mL

k Suspension de eritrocitos: 0,5 mL /

([ cuear | »[

En bafio Maria por 30
minutos

A 4

[ CENTRIFUGAR H

A 3000 rpm por cinco
minutos

A 4

(e )

En el espectrofotémetro
a 560 nm

|
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Anexo 10

Controles empleados en la determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro
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Anexo 11

Preparacion de la suspension de eritrocitos en la determinacion de la actividad
antiinflamatoria in vitro

Extraer 4 mL de sangre por puncion

Preparamos una
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Anexo 12

Determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro

Incubado a 37 °C Centrifugado a 3000
durante 30 minutos rpm por 10 minutos

Lectura de la
absorbancia a 560
nm.
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Anexo 13

Resultados de la determinacion de la actividad antiinflamatoria in vitro.

Absorbancias a 560 nm y porcentaje de proteccion de membrana en cada repeticién de muestras

ESTANDARES EXTRACTO LIOFILIZADO
C 1 2 4 5 6
Control Dexametasona Diclofenaco 0,1 mg/mL 0,25 mg/mL 0,5 mg/mL 1 mg/mL 3 mg/mL
1mg/mL 1 mg/mL

Abs Abs % Abs % Abs % Abs % Abs. % Abs % Abs %

0,509 0,012 97,64 0,012 97,64 0,080 84,28 0,058 88,60 0,086 83,10 0,078 84,67 0,092 81,92

0,512 0,015 97,07 0,015 97,07 0,085 83,39 0,096 81,25 0,080 84,37 0,101 80,27 0,094 9164

0,500 0,016 96,80 0,016 96,80 0,097 80,60 0,092 81,60 0,061 87,8 0,070 86,00 0,134 7320
X 0,507 0,014 97,170 0,014 97,170 0,087 82,757 0,082 83,817 0,076 85,090 0,083 83,647 0,107 82,253
DE 0,005 0,002 0,350 0,002 0,350 0,007 1,568 0,017 3,385 0,011 1,985 0,013 0,019 0,019 7,532
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Anexo 14

Procedimiento para cuantificar fenoles totales.

Fenoles totales

Método Folin - Ciocalteu

g

Curva de calibracion

\ 4

galico C=1 mg/mL (25 mg en
50 mL de metanol)

Diluir 1 mL de la sol
Estandar y llevar a 25 mL con
agua destilada (50 pg/mL)

\_

\ 4

0.6, 0.8 y 1 mL y completar
con agua destilada a 1 mL
para formar concentraciones
de (10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL)

N /

\ 4

/Preparar solucion de écido\

/Tomar alicuotas de 0.2, 0. \

Seguir en forma similar a la
muestra

Procesamiento de la
muestra

. 4

Tomar 500 pl del extracto
fendlico y llevar a 1 mL con
agua destilada

\ 4

Agregar 0,5 mL de reactivo
Folin — Ciocalteu 0,2 N

¥

por 5 minutos a temperatura
ambiente (20 °C)

.

Adicionar 2,5 mL de Na,CO3
5%, mezclar e incubar en la
oscuridad por 40 minutos

¥

A A N T

Leer en espectrofotometro a
725 nm

Mezclar con vortex y reposar}




Anexo 15

Curva de calibracién para determinar fenoles totales.

0.14
.0
0.12 y-=0.0024x +0.009
R? = 0.9984 .
0.1 .

©
2 0.08 '3
©
o)
o
2 0.06 ®
<

0.04

®
0.02
0
0 10 20 30 40 50 60
[ 1 Acido galico (pug/mL)
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Anexo 16

Procedimiento para cuantificar los flavonoides

Flavonoides

Método de cloruro de aluminio

'

Curva de calibracion

\ 4

~

Preparar solucién de querceina

C=1 mg/mL (25 mg en 25 mL de
metanol)

Diluir 5 mL a 25 mL con metanol (

200 pg/mL)
- /
4 N

Tomar alicuotas de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y

1 mL y completar con agua destilada a

1 mL para formar concentraciones de
(40, 80, 120, 160, y 200 pg/mL)

\ 4

- /

\ 4

Seguir en forma similar a la muestra

68

Procesamiento de la muestra

¥

Tomar 0,5 mL de extracto
fendlico y llevar a 1 mL con
agua destilada

. 4

Agregar 0,15 mL de nitrito de
sodio al 5%, reposar 5
minutos, afiadir 0,15 mL de
cloruro de aluminio al 10%,
reposar 6 minutos.
\

.

Agregar 2 mL de NaOH 4% ,
mezclar y llevar todos los tubos a
5 mL con agua destilada

¥

Mezclar e incubar por 15
minutos a temperatura
ambiente

[ Leer en espectrofotdmetro a

N

510 nm

—_ _____J ____J




Anexo 17

Curva de calibracién para determinar flavonoides

Absorbancia

0.100

0.090

0.080

0.070

0.060

0.050

0.040

0.030

y =0.0003x + 0.0241

R?=0.9824 "

v
.
@
v
4

50

100

150

Concentracion de quercetina (ug/mL)

200

250
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Anexo 18

Diagrama de flujo para la determinacién de la actividad antioxidante por el método DPPH
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Anexo 19

Curva de calibracion para determinar la actividad antioxidante segin el método
DPPH
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Anexo 20

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad antioxidante mediante el

método ABTS
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Anexo 21

Curva de calibracion de Trolox por el método ABTS
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Anexo 22

Diagrama de flujo para la determinacion de la actividad antioxidante mediante el método
FRAP

FRAP

Preparacion
de la muestra

Curva de

Solucioén de

trabajo (ST) calibracion

—‘

Buffer 2,4,6 Cloruro Pesar 12,5 mg Tomar 150
acetato tripridy férrico de tréiox uL de
(S1) Ils — hexahid extracto
triazine ratado
(S2) (S3)
‘ ‘ ‘ Aforar a 50 Adicionar
P mL con 2850 pL de
31,2 mg TN MeOH ST
de
310 mg TPTZ 541
acetato aforados ,d
: mg de
d‘i_sftélo a 10 mL cloruro _Tomar Incubar por
L Ac con férrico alicuotas de 30 minutos a
2as ' SOIUCién aforado 01 01511 , 2, 37 OC en
Acético . .
aforados HCI 40 sen 10 4,6y8mL oscuridad
mL de \____J MeOH
agua
. Aforar a 10
destilada L con Medir
(pH 3,6) — MeOH y absorbancia a
agitar por 5 593 nm
minutos
—
Mezclar 25 mL de S1 + 2,5 mL de Seguir con el
S2 +2,5mL de S3y calentar a 37 procedimiento de la
°C por 30 minutos, muestra

74



Anexo 23

Curva de calibracion para determinar la actividad antioxidante segun el método de
FRAP
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Anexo 24

Reacciones quimicas en la determinacién de la actividad antioxidante

DPPH: (color violeta) 2,2
—difenil 4 —
pircrilhidrazilo

Reaccion en el método DPPH

+ Antioxidante ——  DPPH-H +A®

Reaccion en el método ABTS

/ ..
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3
NN
\3020H
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Anexo 25

Prueba de Normalidad y homogeneidad de varianzas de la prueba de proteccién de membrana
de eritrocitos humanos

Prueba de normalidad
Actividad Tratamiento Shapiro Wilk gl Sig.
antiinflamatoria

Dexametasona 0,991 3 0,823
1 mg/mL

Diclofenaco 1 0,959 3 0,610
mg/mL

Extracto al 0,1 0,917 3 0,442
mg/mL

Extracto al 0,25 0,786 3 0,081
mg/mL

Extracto al 0,5 0,934 3 0,506
mg/mL

Extracto al 1,0 0,912 3 0,426
mg/mL

Extracto al 3,0 0,774 3 0,055
mg/mL

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico gll gl2 Sig
de Levene
Actividad Sebasaenla 3,046 6 14 0,040

antiinflamatoria media.
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ANexo 26

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

Indicador Suma de gl Media F Sig
cuadrados cuadratica
Actividad Entre 862,996 6 143,833 15,196 2x10°
antiinflamatoria grupos
Dentro 132,513 14 9,465
de
grupos

Total 995,510 20
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Anexo 27

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

HSD Tukey

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N ,

la 2b
Extracto 0,1 mg/mL 3 78,9217
Extracto 0,25 mg/mL 3 82,7593
Extracto 0,5 mg/mL 3 83,6493
Dexametasona 1 3 838167
mg/mL
Extracto 1,0 mg/mL 3 85,0930
Diclofenaco 1 mg/mL 3 95,7447
Extracto 3,0 mg/mL 3 97,1707
Sig 0,246 0,997
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Anexo 28

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

Prueba de normalidad

Tratamiento Shapiro - Wilk gl Sig

1 mg/mL 0,995 3 0,862
DPPH 5 mg/mL 0,999 3 0,952

10 mg/mL 0,773 3 0,051

1 mg/mL 0,964 3 0,634
ABTS 3 mg/mL 0,994 3 0,946

5 mg/mL 0,771 3 0,048

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico  gl1 gl2 Sig
de Levene
DPPH Se basaenla 3,989 3 8 0,052
media
ABTS Sebasaenla 8,712 3 8 0,007
media
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Anexo 29

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

Indicador Suma de dgl Media F Sig
cuadrados cuadratica
DPPH Entre 9634.592 3 3211.531 706.775  4,91x10%°
grupos
Dentro de 36.351 8 4,544
grupos
Total 9670.943 11
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Anexo 30

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

Indicador Suma de dgl Media F Sig
cuadrados cuadratica
ABTS Entre 6094.810 3 2031.603 541.653  1,41x10°
grupos
Dentro de 30.006 8 3.751
grupos
Total 6124.816 11
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Anexo 31

Matriz de consistencia

Titulo: Actividad antiinflamatoria y antioxidante del extracto hidroalcohdlico liofilizado de las hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd.

“katkanka”.

Autor: Bach. Yanina Sara De la Cruz Pefa

Formulacién del  Objetivos Hipotesis Variables Metodologia

problema

Problema general Objetivo general Hipdtesis general Independiente Tipo de investigacion

;Tendran actividad Evaluar la actividad antiinflamatoria y  El extracto hidroalcohdlico liofilizado de las hojasy ~ Extracto hidroalcohdlico  Basica — experimental
antinflamatoria y antioxidante in  vitro del extracto tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka” liofilizado de las hojas y  Poblacién: Hojas y tallos de fia

antioxidante in vitro el hidroalcohdlico liofilizado de las hojas y tallos ~ posee actividad antiinflamatoria y antioxidante in  tallos de Senecio  especie  Senecio  hyoseridifolius
extracto hidroalcoholico  de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”.  vitro significativa. hyoseridifolius Wedd. Wedd. “katkanka”.
liofilizado de las hojas y “katkanka”. Muestra: dos kg de Hojas y tallos de
tallos de Senecio Indicador fia especie Senecio hyoseridifolius
hyoseridifolius ~ Wedd? Actividad Wedd. “katkanka”
“katkanka”? antiinflamatoria Método
Concentraciones de Cuantificacion de fenoles vy
L - L. - 0,1;0,25; 0,5y 1 mg/mL. flavonoides
Obje_tl_vos especificos . . Hipotesis especn‘lcas e e . Dependiente Folin Ciocalteu y Cloruro de aluminio
e Identificar los metabolitos secundarios eEl extracto hidroalcohdlico liofilizado de las hojas Y actividad Identificacién de los metabolitos
presentes en el extracto hidroalcohdlico tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd. (“katkanka™)  ntiinflamatoria in vitro  secundarios
liofilizado de las hojas y tallos de Senecio contiene metabolitos secundarios como flavonoides,  |ndicador Mediante el screening fitoquimico
hyoseridifolius Wedd. “katkanka”. alcaloides, taninos y/o compuestos fenélicos. Porcentaje de proteccion Determinacion de la actividad
o Cuantificar el contenido de fenoles totales y eEl extracto hidroalcohélico liofilizado de Senecio e membrana de antiinflamatoria
flavonoides  del extracto hidroalcoholico hyoseridifolius Wedd. (“katkanka”) presenta un  gritrocitos Mediante el método de estabilizacion
liofilizado de las hojas y tallos de Senecio contenido considerable de fenoles totales Y  Actividad antioxidante de la membrana de eritrocitos
hyoseridifolius Wedd. “katkanka”. flavonoides. in vitro humanos
e Determinar la actividad antiinflamatoria in eEl extracto hidroalcoholico liofilizado de Senecio |ndicadores :Porcentaje  Determinacion de la actividad
vitro del extracto hidroalcohdlico liofilizado de hyoseridifolius Wedd. (“katkanka™) presenta actividad  de actividad antioxidante antioxidante
las hojas y tallos de Senecio hyoseridifolius antiinflamatoria in vitro significativa, comparable a la Mediante el método de secuestro de
Wedd. “katkanka”. de un antiinflamatorio de referencia. radical DPPH, método de reaccién
e Determinar la activiad antioxidante in vitro del eEl extracto hidroalcohdlico liofilizado de Senecio ABTS, y el método FRAP.
extracto hidroalcohdlico liofilizado de las hojas hyoseridifolius Wedd. (“katkanka”) presenta actividad
y tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd. antioxidante in vitro significativa, evidenciada por su
“katkanka”. capacidad para neutralizar radicales libres.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N°607-2025-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: Yanina Sara DE LA CRUZ PENA

En la ciudad de Ayacucho, siendo las once y diez de la maﬁana del dia veintidés del
mes de agosto del afio dos mil veinticinco, se reunieron en el auditérium de Ia Facultad
de Ciencias de la Salud los docentes miembros del jurado evaluador, para el acto de
sustentacion del trabajo de tesis titulado Actividad antiinflamatoria y antioxidante in
vitro del extracto hidroalcohélico liofilizado de las hojas y tallos de Senecio
hyoseridifolius Wedd. “katkanka”, Ayacucho 2024, presentado por Yanina Sara DE LA
CRUZ PENA, para optar el titulo profesional de Quimico Farmacéutico. El jurado
evaluador esta conformado por:

Presidente {Decano} : Prof. luan Climaco Paniagua Segovia

Jurados : Prof. Juan Climaco Paniagua Segovia
: Prof. Roxana Ledn Aronés

4to jurado : Prof. Tania Mendoza Almeida

Asesor : Prof. Edwin Carlos Enciso Roca

Secretario Docente  : Prof. Daniel Santiago Chévez

Con el quorum de reglamento se did inicio a la sustentacién de tesis, el presidente de
la comisién pide al secretario docente dar lectura a los documentos presentados por el
recurrente, resolucién decanal y algunas indicaciones al sustentante.

Da inicio la exposicidn el Bachiller: Yanina Sara DE LA CRUZ PENA, y una vez concluida,
el presidente de la comisién solicita a los miembros del jurado evaluador realizar sus
respectivas preguntas, seguidamente se da pase al asesor de tesis, para que pueda
aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones. ’

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

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller; Yanina Sara DE LA CRUZ PENA

JURADOS Texto | Exposicidon | Preguntas | P.Final
Prof. Juan Climaco Paniagua Segovia 17 16 16 16
Prof. Roxana Ledn Aronés 17 17 17 17
Prof. Tania Mendoza Almeida 16 17 16 16
PROMEDIO FINAL 16

De la evaluacién realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar al Bachiller: Yanina Sara DE LA CRUZ PENA; quien obtuvo la nota




final de dieciséis (16) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del

presente, siendo las 12:20 am de la mafiana, se da por concluido el presente acto
académico.

Prof/fua;f CI}}nac Paniagua Segovia Prof. Roxan/iLeén Aronés
‘.~ lurado1 Jutado 2
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2 “ ‘ L
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

El Instructor en Segunda Instancia, en virtud de la RCU N.? 039-2021-UNSCH-CU, y en

calidad de director de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, emite la presente

CONSTANCIA

DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE INVESTIGACION

A Yanina Sara DE LA CRUZ PENA, Bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia vy
Bioguimica de la Facultad de Ciencias de la Salud, en mérito a que la tesis titulada:
Actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico liofilizado
de las hojas vy tallos de Senecio hyoseridifolius Wedd. “katkanka”, Ayacucho 2024; ha
alcanzado un indice de similitud de 28% (veintiocho); cumpliendo satisfactoriamente lo
establecido en el Art. 13 del Reglamento de Originalidad de Trabajos de investigacién de
la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga mediante el uso del SOFTWARE
TURNITIN.

En ese sentido, se emite la presente constancia en sefial de conformidad.

Ayacucho, 24 de julio de 2025.

Firmado
messpmwaouesesn  digitalmente por
CUELA PROFESlDNALIDE F?RMXA‘NAV BIOQUIMICA- . .
et Firma Director

MarcoR AronésJara - Facha: 2025.07.24
18:45:19 -05'00

Constancia N° 026-2025



Actividad antiinflamatoria y
antioxidante in vitro del
extracto hidroalcohdlico

liofilizado de las hojas y tallos
de Senecio hyoseridifolius

Wedd. “katkanka”, Ayacucho

2024

por YANINA SARA DE LA CRUZ PENA

Fecha de entrega: 24-jul-2025 05:09p. m. (UTC-0500)
Identificador de la entrega: 2720083606

Nombre del archivo: BORRADOR_JULIO.pdf (2.72M)
Total de palabras: 15791

Total de caracteres: 82212



Actividad antiinflamatoria y antioxidante in vitro del extracto
hidroalcohdlico liofilizado de las hojas y tallos de Senecio
hyoseridifolius Wedd. “katkanka”, Ayacucho 2024

INFORME DE ORIGINALIDAD

284 28, 7« 23,

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET ~ PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

.

Cristébal de Huamanga

Trabajo del estudiante

Submitted to Universidad Nacional de San 1 90/
0

)

Fuente de Internet

repositorio.unsch.edu.pe 60/
0

cybertesis.unmsm.edu.pe 1
Fuente de Internet %
repositorio.uwiener.edu.pe “
Fuente de Internet 0/0
repositorio.unica.edu.pe 1
Fuente de Internet < %
H www.turismo.ms.gov.br <1
Fuente de Internet %
repositorio.uaaan.mx 1
Fuente de Internet < %
B repositorio.une.edu.pe <1
Fuente de Internet 0/0



hdl.handle.net
Fuente de Internet < 1 0/0

Excluir citas Activo Excluir coincidencias < 30 words

Excluir bibliografia Activo



