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RESUMEN

Las plantas del género Aristeguietia se distribuyen en varios continentes del mundo,
siendo la mayoria en zonas de elevada altitud, se emplean sus hojas y tallos en medicina
tradicional para tratar problemas respiratorios y antinflamatorias. Estas plantas ejercen
un mecanismo adaptacion como defensa a ciertas condiciones abioticas presentes en su
hébitat, por ello sintetizan metabolitos que le permitan sobrevivir a las condiciones
agrestes de su habitad, siendo estos metabolitos los compuestos fendlicos. Por tal
motivo en el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el
contenido de fenoles totales y flavonoides; y el efecto antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de tallos y de hojas de Aristeguietia balli (Oliv) R.M. King & H. Rob
“huamantirca hembra” y Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob “huamantirca
macho”. El tamizaje fitoquimico evidencio la presencia de fenoles y taninos, lactonas,
flavonoides, terpenos, cumarinas, saponinas, catequinas, alcaloides y glucdsidos
cardiotonicos; el EH de 4. discolor mostré mayor contenido de fenoles totales (579,37
+ 2,83GAE/g de Ex.) y flavonoides (402,62 + 3,08 QE/g de Ex.) (p<0,05), asimismo
tuvo mejor efecto antioxidante en los tres ensayos evidenciando (364,44 +£2,82; 472,31
+ 1,62y 514,88+ 1,16 pmol ET/g de muestra, en los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP,
respectivamente) (p<0,05). Se concluye que el EH de tallos y hojas de A. discolor
“huamantirca macho” presenta un alto contenido de fenoles totales y flavonoides,
asimismo presenta un mejor efecto antioxidante en comparacion del EH de las hojas y
tallos de A. balli.

Palabras clave: Aristeguietia balli, Aristeguietia discolor, efecto antioxidante,

radicales libres.
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ABSTRACT
Plants of the genus Aristeguietia are distributed across several continents of the world,
with the majority living in high-altitude areas. Their leaves and stems are used in
traditional medicine to treat respiratory problems and for anti-inflammatory purposes.
These plants adapt as a defense mechanism to certain abiotic conditions present in their
habitat, synthesizing metabolites that allow them to survive the harsh conditions of their
habitat; these metabolites are phenolic compounds. Therefore, the objective of this
research was to determine the total phenol and flavonoid content and the antioxidant
effect of the hydroalcoholic extract of stems and leaves of Aristeguietia balli (Oliv)
R.M. King & H. Rob “huamantirca female” and Aristeguietia discolor (DC) King & H.
Rob “huamantirca male”. Phytochemical screening showed the presence of phenols and
tannins, lactones, flavonoids, terpenes, coumarins, saponins, catechins, alkaloids and
cardiotonic glycosides; the EH of A. discolor showed higher content of total phenols
(579.37 £ 2.83 GAE/g of Ex.) and flavonoids (402.62 + 3.08 QE/g of Ex.) (p<0.05),
also had a better antioxidant effect in the three assays showing (364.44 + 2.82; 472.31
+ 1.62 and 514.88 + 1.16 umol TE/g of sample, in the DPPH, ABTS and FRAP assays,
respectively) (p<0.05). It is concluded that the EF from the stems and leaves of A.
discolor "huamantirca macho" has a high content of total phenols and flavonoids and
exhibits a greater antioxidant effect compared to the EF from the leaves and stems of

A. balli.

Keywords: Aristeguietia balli, Aristeguietia discolor, antioxidant effect, free radicals.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Desde la era contemporanea se popularizé el uso del término antioxidante a
ciertos compuestos quimicos debido a sus importante funciones en aspectos de salud,
en un inicio se mencionaban que estos compuestos se encontraban presentes en especies
vegetales de color purpura o su variacion, siendo la antocianinas responsable de la
coloracion; este compuesto se encontraba en hojas, flores y frutos, posteriormente se
logré identifica que la gran mayoria de las plantas presentan compuestos antioxidantes
en esencia a los compuestos fenolicos distribuidos en hojas, tallos, flores, frutos y
semillas; algunas plantas poseen mayor contenido debido a ciertos factores abidticos
hacen posible la sintesis de estos compuestos en mayor proporcion (Zehiroglu & Ozturk
Sarikaya, 2019)

A nivel mundial se ha evidenciado que diversas enfermedades como el cancer
en varias de sus variantes, las enfermedades neurodegenerativas y envejecimiento
prematuro son a causa los radicales libres, mediado por el desequilibro del sistema
antioxidante presente en el organismo, a lo que se le conoce como estrés oxidativo, este
evento puede dafar las células y tejidos, diversas investigaciones realizadas
concluyeron la relacion del estrés oxidativo a patologias silenciosas que se logran
determinar cudndo se encuentran en estado avanzado causando graves dafios e
irreversibles (Contreras & Rodriguez, 2022), estos radicales libres son moléculas
inestables debido a que presentan uno o dos mas electrones despareados, lo cual implica
su alta reactividad y en busca de la estabilidad sustrae electrones de otras
macromoléculas como los aminoacidos y éacidos nucleicos, siendo los principales
radicales libres el hidroxilo (OH-), anién superdxido (O2-) y 6xido nitrico (NO-)
(Gallego & Almajano, 2016).

Existe un sistema de defensa antioxidante endégeno propio del cuerpo para
contrarrestar a los radicales libres, sin embargo, cuando los radicales libres se presenten
en proporciones superiores, es necesario el uso de antioxidantes de tipo exdgenos, como
los compuestos fendlicos que son un conjunto de compuestos que retrasan o inhibir los
efectos negativos que los radicales libres desencadenan en las especies (Gallego &

Almajano, 2016).



Por ello, nos motivo realizar un estudio de la actividad antioxidante mediante
estudios in vitro y su relacion con los compuestos fenolicos presentes en el extracto
hidroalcohélico de Aristeguietia balli (Oliv) R.M. King & Rob “huamantirca hembra
“y Aristeguietia discolor (DC) King & Rob “huamantirca Macho “y de esta manera
revalorar el uso e importancia de estas especies vegetales, asimismo proveer de especies
vegetales como posibles promisorias de compuestos antioxidantes.

Para lo cual, se planted los siguientes objetivos.

Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de

Aristeguietia balli (Oliv) R M. King & H. Rob “huamantirca hembra” y Aristeguietia

discolor (DC) King & H. Rob “huamantirca macho”.

Objetivos especificos

. Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcoholico
de hojas y tallos de Aristeguietia balli (Oliv) R.M. King & H. Rob “huamantirca
hembra” y Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob “huamantirca macho”
mediante tamizaje fitoquimico.

o Determinar el contenido de fenoles totales y flavonoides del extracto
hidroalcohdlico de hojas y tallos de Aristeguietia balli (Oliv) R M. King & H.
Rob “huamantirca hembra” y Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob
“huamantirca macho”.

. Determinar la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos con modelos
de DPPH, ABTS y FRAP del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de
Aristeguietia balli (Oliv) RM. King & H. Rob “huamantirca hembra” y
Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob “huamantirca macho”.



CAPITULO II. DESARROLLO DE LA PERSPECTIVA TEORICA

2.1. Marco referencial
2.1.1. Antecedentes internacionales

Saturnino (1997), Determinaron la capacidad inhibitoria sobre las contracciones
eléctricamente estimuladas del ileo de cobayo mediante la extraccion de fracciones de
glucosidos de flavonol de 4. discolor, junto con glucosidos de flavonol puros y
derivados del 4cido cinamico. Para identificar los metabolitos activos y obtener perfiles
farmacologicos detallados, se separaron las fracciones del extracto de metanol de
Aristeguietia discolor (Asteraceae) mediante el método de cromatografia en columna
(HPLC). Los compuestos identificados incluyen 3,5,6,7,8,4'-hexahidroxiflavona-3-0-a-
L-ramnomosil-(1~6)-11-D glucopiranosido, kaempferol-3-O-rutindsido (3) y rutina
(4), asi como cinco derivados conocidos del acido cinamico. La estructura del nuevo
glucosido de flavonol 1 se determindé mediante Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), que incluy6 técnicas como Total Correlations Spectroscopy
(TOCSY 1D) y Double Quantum Filtered Correlations Spectroscopy (DQF-COSY 2D).
Se evalud in vitro la actividad farmacologica de los extractos, fracciones parcialmente
purificadas y compuestos puros en las contracciones del ileo de cobayo, demostrando
una capacidad significativa de inhibicion.
2.1.2. Antecedentes nacionales

Bonilla et al.(2006), Identificaron metabolitos secundarios y determinaron el
efecto relajante del extracto alcoholico de las hojas de Aristeguietia balli (Asmachilca)
sobre Organos aislados de rata. Prepararon el extracto con hojas secas pulverizadas de
Asmachilca mediante maceracion alcoholica, con €l se realizaron ensayos de marcha
fitoquimica en donde se detectaron en mayor cantidad compuestos fenodlicos,
flavonoides, taninos y glicdsidos, mientras que los alcaloides en poca cantidad. Luego
se separaron algunos metabolitos secundarios por cromatografica en capa fina y al ser
reveladas a la luz UV se observaron compuestos fenolicos, flavonoides y glicosidos. -
+Al realizar el efecto farmacologico del extracto etanolico de las hojas Aristeguietia

balli (Asmachilca) se observo el efecto relajante sobre traquea de ratas. Esto puede estar



relacionado con los resultados de pruebas fisicoquimicas donde se determiné altas
cantidades de compuestos fenolicos.

Rios et al.(2013), Realizaron una investigacion sobre la evaluacion del potencial
citotoxico de los alcaloides de siete especies nativas del Peru. Se estudi6 la toxicidad y
la actividad antitumoral en cancer de colon inducido en ratas albinas, centrandose en
los alcaloides presentes en A. balli “Asmachilca”. Las plantas frescas fueron tratadas
con etanol, secadas en estufa por 48 horas y luego el tamafio de las particulas se redujo
con hidroxido de amonio. Los alcaloides se extrajeron con cloroformo y se identificaron
mediante cromatografia en capa fina utilizando placas de silicagel y cloroformo:
metanol (8:0,8 v/v) como solvente y reactivo de Dragendorff como revelador. La
concentracion de alcaloides se categorizé en alta (+++), poca (++) o escasa (+),
obteniendo para A. balli “Asmachilca” una concentracion de alcaloides de poca
intensidad (++). Ademas, se evaluaron los efectos citotoxicos en huevos fértiles de
erizos de mar y se determind la toxicidad (DLso) para la especie con mayor contenido
de alcaloides. Asimismo, se investig6 la actividad antitumoral sobre cancer de colon
inducido por 1,2 dimetilhidrazina en ratas. Los resultados mostraron que el extracto de
alcaloides de A. balli “Asmachilca” demostré una buena actividad citotoxica, con un
porcentaje de inhibicion del 55,42% a una concentracion de 0,011 mg/mL y del 56,52%
a 60,51 mg/mL.

Alvarado (2017), Realizaron un estudio para determinar la actividad
antioxidante y citotoxica de 35 plantas medicinales, entre ellas la especie estudiada es
Aristeguietia discolor, es preciso mencionar que estas especies se encuentran
distribuidas en la cordillera negra. donde realizaron encuestas a pobladores sobre el
conocimiento etnobotdnicos sobre plantas medicinales y realizaron tamizaje
fitoquimico donde se observo la presencia de metabolitos secundarios como:
compuestos fenodlicos, flavonoides, taninos y alcaloides en mayor cantidad. Asi mismo
se realizd la evaluacion de la capacidad antioxidante mediante el método de DPPH del
extracto etanolico a concentraciones de 100 ug/ mL, 50 ug/mL y 25 ug/mL. Siendo la
concentracion de 100 ug/ mL que presentd 93,09 % con mayor captacion de radicales.
sin embargo, en la actividad citotdéxica no hubo mortalidad de huevos fértiles de erizo
de mar.

Ganoza (2020), En su investigacion “Asmachilca: Nombre vernacular de
Eupatorium triplinerve Vahl, Aristeguietia discolor RM. King & H. Rob.,

Aristeguietia gayana Wedd, Baccharis sp. (Asteraceae), uso tradicional (Asma
4



bronquial)”.Sefiala que el nombre comun de "Asmachilca” no esta estandarizado para
un tipo especifico de especie, todo lo contrario, es usado por tres especies como:
Eupatorium triplinerve | Ayapana triplinervis | Eupatorium ayapana, misma especie
con 3 nombres cientificos Aristeguietia gayana /| Eupatorium gayana, Baccharis sp.
Mientras Aristeguietia discolor es otra especie que posee un nombre comun parecido
“"Huamanchilca”, "Chilca™ y "Chilca negra”. En relacion a etnobotanica, todas las
especies antes mencionadas poseen el mismo beneficio, para tratamientos de problemas
respiratorios, incluyendo tratamiento de asma bronquial, resfrios, esto se da por los
efectos relajantes de la mucosa lisa facilitando la broncodilatacion. La presencia de los
compuestos como flavonoides y fenoles podria ser los principales responsables del
efecto relajante de la musculatura lisa y por ende posee un efecto broncodilatador. Las
especies de Eupatorium o Aristeguietia son dificiles de separar taxondmicamente entre
si, ya que no hay una revisiéon adecuada disponible ni una clave exhaustiva para
identificar las diversas especies, lo que genera confusion en la identificacion. Se ha
demostrado que “"Asmachilca” posee alcaloides de deshidropirrolizidina (DHPA) y
debido al uso medicinal este alcaloide puede acumularse por el uso cronico, causando
problemas hepaticos.

2.2. Marco teodrico

2.2.1. Aristeguietia balli (Oliv) R.M. King & H. Rob.

Clasificacion taxonomica

Divisién MAGNOLIOPHYTA

Clase MAGNOLIOPSIDA

Sub clase ASTERIDAE

Orden ASTERALES

Familia ASTERACEAE

Género Aristeguietia

Especie Aristeguietia balli (Oliv) R.M. King & H. Rob.
Nombre vulgar “huamantirca hembra”

Fuente: constancia emitida por la Bidloga Laura Aucasime Medina, especialista en
taxonomia y sistemadtica de plantas (Anexo 01).
Sinonimia

La especie 4. balli, es denominado también como Eupatorium balli Oliv(Jardin

Botanico de Missouri, 2025).



Descripcion botanica

Es un arbusto bien ramificado, forma matas densas que alcanza hasta 2.5 m de
alto, tallos morados, glabros. Hojas aromadticas, simples, opuestas, revolutas, serosas,
vena principal evidente por el envés, enteras, lineales o lineal-lanceoladas, base
cuneada y apice agudo, envés con pubescencia blanquecina, haz verde, glabro y seroso,
hasta 14 cm de largo x 1.6 cm de ancho, peciolo hasta 5 mm de largo. Inflorescencia en
cimas laxas de cabezuelas pedunculadas. Flores fucsias protegidas por bracteas
moradas. Fruto negro, vilano crema (Rios, 2021).
2.2.2. Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob.

Clasificacion taxonomica

Divisiéon MAGNOLIOPHYTA

Clase MAGNOLIOPSIDA

Sub clase ASTERIDAE

Orden ASTERALES

Familia ASTERACEAE

Género Aristeguietia

Especie Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob.
Nombre vulgar “huamantirca macho”

Fuente: constancia emitida por la Bidloga Laura Aucasime Medina, especialista en
taxonomia y sistemadtica de plantas (Anexo 02).
Sinonimia

La especie A. discolor, es denominado también como Eupatorium discolor DC
(Jardin botanico de Missouri, 2025).
Descripcion botanica

Considerado como arbusto de 0,5 a 1,2 m de altura en la zona, ramificado desde
la base, con follaje abundante. Hojas simples, opuestas, decusadas de 5a 11 cm de largo
y 0,9 a2 cm de ancho, dispuestas en las zonas apicales, linearlanceoladas, enteras, apice
atenuado o acuminado, base atenuada, borde levemente serrado, nervacion
pinnatinervia curva, reticulada o retinervada, con la nervadura primaria muy marcada,
acanalada, grabra en el haz, en el alto relieve en el envés, nervaduras secundarias y
terciarias muy marcadas en el envés. Con flores agrupadas en capitulos, conformando
umbelas dobles, de 3,5 a 6,5 cm de diametro. Flores de 1 a 1,2 cm de longitud, color

blanquecinas a lilas, cilindricas (Ganoza, 2020).



Distribucion geografica

La especie A. balli “huamantirca hembra” y 4. discolor “huamantirca macho”
se encuentran distribuidas geograficamente en el Pert ubicada en la vertiente occidental
de los andes y valles interandinos entre los 3500-3900 m.s.n.m. en los departamentos
de Cusco, Puno, Apurimac y Ayacucho (Rios, 2021).

Usos tradicionales

La especie A. balli “huamantirca hembra”. Tradicionalmente esta especie es
utilizada las hojas y ramas tiernas cocidas como expectorante. Asimismo, las hojas
cocidas para el asma e infecciones bronquiales. Para la gripe y cefaleas se frota hojas
frescas entre las manos y se inhala profundamente.

Mientras la especie A. discolor “huamantirca macho” es utilizada para tratar
enfermedades como: Gripe; mal de resfrio, dolores musculares, cefaleas, inflamacion
del estdbmago, en infusion de las hojas (Gallego & Almajano, 2016; Ganoza, 2020).10,5
Composicion quimica

La especie de 4. discolor “huamantirca macho” en el tamizaje fitoquimico de
las hojas reportan presencia de metabolito secundarios como la friedelina, la amirenona,
acetato dammaradienilo y algunos diterpenicos. Ademas, esteres 30 metilicos de acidos
grasos, algunos sesquiterpenos, también se reportaron la presencia de algunos
flavonoides en especial medicinales (Gallego & Almajano, 2016).

2.2.3. Compuestos fendlicos

Las plantas comunmente sintetizan una gran cantidad de sustancias
denominadas metabolitos secundarios uno de ellos son los compuestos fenolicos que
contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos,
polifenoles o fenoil-propanoides y derivan todas ellas del fenol, asimismo para
comprender su estructura de los compuestos fendlicos es importante identificar al fenol
que es la molécula bésica, esta se compone de un anillo aromatico (fenil) y un grupo

hidroxilo(Pefnarrieta et al., 2014).



Figura 1.

Estructura base de los fenoles.

OH

Nota. Estructura del acido fénico, obtenido de (Pefiarrieta et al., 2014)

Actividad terapéutica de los compuestos fendlicos

Conforma una familia de compuestos con la capacidad de reducir el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, tales como: el resveratrol, 4dcido gélico y
quercetina, también se les atribuye actividad sobre las alergias, inflamacion,
hipertension, artritis y carcinogenos (Mufioz, 2006).

Se encuentran en gran abundancia en la naturaleza, especialmente en las plantas,
como cereales, frutas y verduras, en diversas partes como tallos, raices, flores, frutos y
semillas. Asi, cumplen multiples funciones, incluyendo la metabolica, el crecimiento,
la reproduccion y la defensa contra organismos patdégenos como virus, bacterias,
hongos, protozoos, nematodos, insectos y herbivoros. Muchos de estos compuestos son
responsables del color de las plantas y de algunos de sus efectos positivos en la salud
(Gordo, 2018; Muiioz, 2006).
2.2.4.Flavonoides

Son una sub clase derivados de los compuestos fenolicos, estas abarcan un
grupo amplio de compuestos sintetizados por el metabolismo secundario de las plantas,
a partir de la via de reacciones del 4cido shikimico y la via de los policétidos. La
mayoria de los flavonoides mantienen una estructura de fenil-benzo-y-pirona o fenil-y-
cromonal5, conocidos también como compuestos fendlicos diaril-13 propéanicos,
debido a que tiene la estructura del tipo C6-C3-C6 (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 C3 son originadas a

partir de la ruta del 4cido shikimico (Lopez Luengo, 2002).



Figura 2.

Estructura base de los flavonoides.

Nota. (2-fenilcromen-4-ona (2-fenil-1,4-benzopirona), obtenido de (Martinez-Florez
et al., 2002)
2.2.5. Radicales libres

Son moléculas que presentan en su configuracion electrénica en la ultima capa
presenta un orbital desapareado, por lo que su caracteristica principal es la inestabilidad
electronica considerados altamente reactivos, por lo que en busqueda de la estabilidad
llega a sustraer electrones de otros compuestos quimicos estables, originando ahora un
nuevo compuesto inestable lo que ocasiona una reaccion secuencial de sustraccion de
electrones, como consecuencia se desarrolla un evento fisiopatologico perjudicando al
organismo vivo (Ugartondo, 2009).

Estos compuestos son el hidroxilo (OH-), anidn superdxido (O2) y 6xido nitrico
(NO"), por otro lado, tenemos a las especies reactivas del oxigeno como el peroxido de
hidrogeno (H20») y el oxigeno singlete (102) producidos por el metabolismo fisiologico
de nuestras células, los cuales por sinergismo desencadenan el estrés oxidativo
(Alvarado & Fuertes, 2017).
2.2.6. Antioxidantes

Es denominado antioxidante a todo compuesto quimico con la caracteristica de
prevenir o retrasar la pérdida de electrones de sustratos facilmente oxidables a causa de
la interaccion de radicales con los sustratos facilmente oxidables, esto debido a que los
antioxidantes son capaces de donar electrones y de esta manera neutralizar el el
potencial oxidativo de los radicales libres. El cuerpo presenta un sistema de autodefensa
antioxidante, llamados también antioxidantes enddgenos que son propios del
organismo, sin embargo, la concentracion de radicales libres son en cantidades elevadas

por lo que actiia también un sistema de defensa antioxidante de tipo exdgeno, que son
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incorporados en el organismo en la dieta diaria entre los que resaltan los compuestos
fenolicos (Mariaca et al., 2016).

Con respecto a los polifenoles son considerados como potentes antioxidantes
obtenidos a través de la dieta vegetal proveniente de fuente exdgena, estos son capaces
de eliminar los radicales superdxidos, radicales, lipidicos y O2; asi mismo, estos son
capaces de lograr la estimulacion para inducir la produccion de enzimas antioxidantes,
esencialmente el superdxido dismutasa (Lorencini et al., 2014; Mariaca et al., 2016).
2.2.7. Estrés oxidativo

Es una serie de eventos fisiopatoldgicos desarrollados en un organismo, tienen
como precursor a los radicales libres (RL) que son compuestos propios del
metabolismo natural del organismo, siendo la respiracion celular desarrollada en la
mitocondria como principal evento proveedore de radicales libres, especificamente en
la etapa de transporte de electrones, por lo que el estrés oxidativo es en esencia por un
desequilibrio cuantitativo de los radicales libres y los antioxidantes de tipo enddgeno o
exogeno, desarrollandose dafios a moléculas organicas como los lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, en un plazo corto se desarrollan lesiones tisulares, alteraciones
morfologicas e inflamacion, mientras que en un largo plazo y exposiciones prolongadas
a esos RL son considerados como uno de los factores que predisponen al desarrollo
canceres, debido a la alteracion molecular de los acidos nucleicos, otras enfermedades
asociadas a los RL son las de tipo neurodegenerativas, respiratorias y cardiovasculares
(Sanchez-Valle & Méndez-Sanchez, 2013a).

2.2.8. Métodos para la determinacion de la actividad antioxidante

Debido incremento del interés en la actividad antioxidante de diversos
compuestos se hizo posible el desarrollo de varios métodos analiticos para determinar
la capacidad antioxidante de extractos, existe diferentes formas para que los
antioxidantes cumplan su accion eliminadora de RL, como la reduccion de RL,
formacion de quelatos y complejos inactivando a los RL, inductores de los agentes
antioxidantes enddgenos para una mejor respuesta del propio organismo, por lo que la
accion de antioxidantes enddgenos y exdgenos actuan por sinergismo. La accion de los
antioxidantes presenta diversos mecanismos de accion, debido a su naturaleza por ello
para identificar a estos compuestos presentes en los extractos vegetales es necesario el
uso de varias técnicas analiticas (Rodriguez et al., 2001).

De acuerdo al mecanismo de reaccion los antioxidantes se clasifican en primero

en el traspaso de hidrogenos (TAH) que son: TRAP, ORAC y DCFH-DA, técnica de
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crocina; también se clasifican por el traspaso o donacién de electrones (TE), como
DMPB, FRAP y DPPH; por otro lado, tenemos a los mixtos cumpliendo el TE y TAH
siendo el ensayo de cation ABTS (Huet Brena, 2017).

2.3. Marco conceptual

Efecto antioxidante: Capacidad de un compuesto quimico capaz de inhibir, secuestras
o neutralizar una especie quimica reactiva denominado radical libre (Mamta et al.,
2014).

Radical libre. Especie quimica reactiva de alta inestabilidad por la carencia de un
electron en su configuracion quimica, por lo que para alcanzar su estabilidad sustrae
electrones de otros compuestos estables (biomoléculas) (Sanchez-Valle & Méndez-
Sanchez, 2013Db).

Incluir la definicién de especies reactivas de oxigeno
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CAPITULO III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Alcance de la investigacion

Descriptivo, puesto describe el comportamiento del extracto hidroalcohdlico de
tallos y hojas A. balli “huamantirca hembra” y A. discolor “huamantirca macho”,
evaluado con los métodos de inhibicion de los radicales ABTS y DPPH, y la capacidad
reductora del hierro (FRAP) (Hernandez et al., 2014).
3.2. Diseiio de la investigacion

Se aplicé un diseno con la finalidad de identificar los metabolitos secundarios
presentes, asimismo la determinacion de los compuestos fenolicos y flavonoides fue de
tipo no experimental, descriptivo y transversal; por otro lado, para evaluar la capacidad
antioxidante sigui6 un disefio experimental con posprueba y un grupo control, asimismo
hay manipulaciéon de las concentraciones del extracto para analizar la capacidad
antioxidante a condiciones controladas.
3.2.1.Enfoque

Cuantitativo, debido a que el estudio busca interpretar el fenomeno mediante
datos numéricos (Hernandez et al., 2014).
3.2.2.Tipo

Bésico, debido a que el estudio se enfoca en ampliar el conocimiento tedrico
con el fin de comprender el fendmeno de estudio (Hernandez et al., 2014).
3.2.3.Nivel
Experimental, puesto que existe una posprueba y un grupo control (Herndndez et al.,
2014).
3.3. Unidad de analisis

100 g de extracto hidroalcohélico de hojas y tallos de 4. balli “huamantirca
hembra” y 4. discolor “huamantirca macho”.
3.4. Poblacion de estudio

Hojas y tallos de 4. balli “huamantirca hembra” y 4. discolor “huamantirca

macho”.
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3.5. Muestra

Un kg de hojas y tallos de 4. balli “huamantirca hembra” y A. discolor DC)
King & H. Rob “huamantirca macho”, que fueron recolectados en las alturas del centro
poblado de Carampa, Distrito de Alcamenca, Provincia de Victor fajardo del
Departamento de Ayacucho.
3.6. Criterios de seleccion
3.6.1. Criterios de inclusion

Se seleccionaron hojas y tallos en buen estado de conservacion.
3.6.2. Criterios de exclusion

Se excluyeron las muestras de hojas y tallos con evidente dafio fisico o descomposicion.

3.7. Instrumentos de recoleccion de datos
3.7.1.Recoleccion de la muestra

Las hojas y tallos fueron recolectados en horas de la mafiana seleccionandose
que se encuentren en buen estado, se dejaron secar a temperatura ambiente, previa
limpieza todo este proceso se realiza bajo la sombra acondicionado, luego fueron
acondicionados en papel Kraft para ser llevado a los laboratorios de la escuela de
Farmacia y Bioquimica.
3.7.2.8ecado de la muestra

Teniendo como base el papel Kraft el cual se cambid continuamente las hojas
del papel y asimismo se volted la muestra vegetal continuamente para su secado
uniforme hasta lograr el secado completo.

3.7.3. Molienda

Ya seco la muestra, se procedi® a moler por separado respectivamente,
utilizando para este proceso el mortero para reducir de tamafio hasta un polvo fino,
luego se conservo en un frasco para posterior extraccion hidroalcoholica.

3.7.4. Obtencion del extracto hidroalcoholico (EH)

Se obtuvo mediante maceracion, para lo cual se empled un envase de vidrio con
capacidad de cuatro litros (4L), se vertio etanol de 70° como solvente de extraccion,
luego se incorpord 425 gramos de tallos y 275 gramos de huamantirca hembra y macho
previamente pulverizadas, se cerro el envase y se llevo a macerar en un ambiente freso
y alejado de la luz solar alrededor de 15 dias, agitando vigorosamente el envase a diario,

pasados los 15 dias de maceracion se procedid a filtrar y se llevo a concentrar en un
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rotavapor para su posterior secado en una estufa, una vez seco se pondra en un envase
de vidrio 4ambar hasta su posterior uso en los ensayos descritos en la metodologia.
3.7.5. Ensayos fitoquimicos

Se realizé el procedimiento descrito por Miranda y Cuellar (2024), quienes
establecieron técnicas analiticas cualitativas basadas en reacciones de coloracion,
precipitacion y fluorescencia, con el fin de determinar cualitativamente la presencia de
ciertos metabolitos secundarios que se hallan en extracto de tallo y hojas obtenidos.
3.7.6. Determinacion del contenido de fenoles totales

Se desarroll6 utilizando el método del reactivo Folin — Ciocalteu, Zhishen et
al.(1999), que indica lo siguiente:

Se prepar6 la muestra a una concentracion de 1 mg/mL en metanol. Se mezcld
150 pL de la muestra con 150 pL del reactivo de Folin — Ciocalteu 0,25N mas 2400 uL.
de agua destilada, mezclar por 5 minutos y dejar en reposo por 3 minutos. Después se
afiadio 300 pL de solucion de carbonato de sodio 1 N. Se incubo en oscuridad por 2
horas a temperatura ambiente. Se realizaron las lecturas en un espectrofotometro UV —
VIS, a una longitud de onda de 725 nm contra un blanco de reaccion. Se prepard una
curva de calibracion con el estandar acido galico a concentraciones (0,0; 5,0; 10,0; 15,0;
20,0; 25,0; 30,0 ug/mL). Todos los ensayos se realizaron por tres réplicas por triplicado
cada réplica. El contenido de fenoles totales sera expresado como mg equivalentes de
acido galico por g de extracto (mg GAE/g de extracto).
3.7.7.Determinacion del contenido de flavonoides

Se prepar6 la muestra a una concentracion de 1 mg/mL. Se mezclé 500 pL del

extracto con 500 pL de agua destilada y 150 pL de nitrito de sodio al 5%. Después de
5 minutos, se adicionara 150 pL de cloruro de aluminio al 10%. Luego de 6 minutos,
afiadir 2 mL de hidréxido de sodio al 4%. Se agreg6 al tubo de ensayo hasta 5 mL con
agua destilada y se llevo a mezclar en un vortex; dejar en reposo por 15 minutos a
temperatura ambiente en ausencia de luz. Se realizd las lecturas en un
espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de 510 nm, contra un blanco de
reaccion. Se realizd una curva de calibracion utilizando la quercetina como estandar
(40,0; 80,0; 120,0; 160,0; 200,0 pg/mL). Todos los ensayos fueron realizados por tres
réplicas por triplicado cada réplica. Los resultados fueron expresados con mg
equivalentes de quercetina por g de extracto (mg QE/g de extracto), este procedimiento

fue desarrollado y descrito por Zhishen et al.(1999), con algunas modificaciones.
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3.7.8.Determinacion de la capacidad antioxidante
Ensayo por el método de secuestramiento del radical DPPH.

Se prepar6 la muestra a una concentracion de 1 mg/mL. Se prepar6 la solucion
stock del radical libre DPPH de 20 mg/mL en metanol. Se midid la absorbancia a 517
nmy se ajusté a 1,1 £ 0,2 con metanol. Se tomd 500 pL del extracto y adicionar a 2000
pL de la solucion del DPPH y se mezcl6 en vortex. Se incub6 la muestra en oscuridad
por 30 minutos y la absorbancia fue leida a 517 nm. El porcentaje de la actividad
secuestradora del radical libre se calcul6 de acuerdo a la siguiente reaccion:

AbSDpppH - AbSMp

AA = x100

Abspppy
Donde:
%AA: Porcentaje de actividad secuestradora del DPPH.
Absppppy: Absorbancia del DPPH.

AbsMp: Absorbancia de la muestra.

Del mismo modo, se prepard una curva estandar con Trolox (25 — 800 umoles)
y los resultados fueron expresados como pmoles equivalentes a Trolox por gramo de
extracto (umol ET/g de extracto). Todos los ensayos se realizaron por tres réplicas por
triplicado cada réplica, este procedimiento fue desarrollado por Brand — Williams y
col., modificado por Thaipong et al. (2006), y ajustada a las condiciones del
laboratorio utilizado.
Ensayo por el método de secuestramiento del cation radical (ABTS)

Se utiliz6 el método descrito por Arnao y col., modificado por Thaipong et al.
(2006) que indica lo siguiente:

Se prepard la muestra a una concentracion de 1 mg/mL en metanol. La solucion
patron (SP) estara constituida por 7,4 mM de ABTS y 2,6 mM de persulfato de potasio.
La solucion de trabajo (ST) se prepard a partir de 1mL de SP disuelto en metanol y se
ajusto la absorbancia a 1,1 + 0,02 diluyendo con metanol a la longitud de onda de 734
nm. Se tomd 150 pL de la muestra, fue mezclado con 2850 pL de solucion de ABTSe+,
dejar a oscuridad durante 2 horas y leer la absorbancia a 734 nm. Se calculd el

porcentaje de captacion del radical libre utilizando la siguiente ecuacion:
AbSABTS - AbSMp

Abs,prs

%AA = l lxlOO

Donde:
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%AA: Porcentaje de actividad secuestradora del ABTS.
AbsagTs: Absorbancia del ABTS.

AbsMp: Absorbancia de la muestra.

Se prepard una curva estandar con Trolox (25 — 600 pumoles). Los resultados
fueron expresados como umoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto (pmol
ET/g de extracto). Todos los ensayos se realizaron por tres réplicas por triplicado cada
réplica.

Método del poder reductor del hierro (FRAP)

Se realizd segin el procedimiento descrito por Benzie y Strain con
modificaciones realizadas por Thaipong et al.(2006), Para lo cual se preparo6 la muestra
pesando 100 mg de extracto hidroalcoholico en 100 mL de metanol para que se obtenga
una concentracion de 1mg/mL. Se tom6 150 pL de la muestra y se adicionara 2850 uLL
de la solucién de trabajo del FRAP, la mezcla se dejo en reaccion durante media hora,
finalmente se leyo la absorbancia a 593 nm utilizando un espectrofotdémetro UV-VIS
GENESYS 10. Los resultados que se van a obtener se tienen que expresar en pumol
equivalente de trolox/g de extracto (umol ET/g de extracto). También, se prepard una
curva de calibracion con el estandar trolox (50 - 800 umoles), los resultados seran
expresados como pmoles equivalentes a trolox por gramo de extracto (umol ET/g de
extracto).

3.8. Analisis de datos

La expresion de los resultados sera por el promedio y su error estdndar (+/-),
obtenido de seis lecturas. En la comparacion del contenido de flavonoides y fenoles
totales seran evaluados mediante el estadistico de T-student (p<0,05); la capacidad
antioxidante mediada por los ensayos de FRAP, ABTS y DPPH, seran evaluado el
ANOVA y comparaciones multiples de Tukey (p<0,05). El procedimiento operacional
fue desarrollado en el programa Microsoft Excel version 2023 y SPSS, version 26,0 en

espafiol.
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CAPITULO IV.RESULTADOS
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4.1. Tamizaje fitoquimico
El extracto hidroalcoholico (EH) de tallos y hojas de 4. balli “huamantirca
hembra” y A. discolor “huamantirca macho, mostraron similitud en los metabolitos

secundarios (Tabla 1).

Tabla 1.
Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de los tallos y hojas

de A. balli “huamantirca hembra” y A. discolor “huamantirca macho”.

Metabolito A. discolor A. balli “huamantirca

secundario Ensayo “huamantirca macho”. hembra”

Fenoles taninos FeCls + +
camarinny Baljet ’ '
Flavonoides Shinoda + +
:sl;let:;ilzieezos y Lieberman + +
Aminoacidos Ninhidrina + +
Azucares Benedict + +
reductores Fehling + +
Saponinas espuma + +
Catequinas catequinas + +
it Ko + +

Wagner + +
Alcaloides Mayer + +

Dragendorff

Nota. (+): presencia, (-): ausencia
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4.2. Contenido de fenoles totales y flavonoides

En cuanto al contenido de fenoles totales y flavonoides del EH de los tallos y
hojas de A. balli “huamantirca hembra” y 4. discolor “huamantirca macho (Tabla 2),
fueron significativas (p < 0,05), lo que implica diferencias entre cada EH, asimismo el EH

de A. discolor evidencié mayor contenido de fenoles totales y flavonoides.

Tabla 2.

Contenido de flavonoides y fenoles totales del extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas

12

de A. balli “huamantirca hembra” y A. discolor “huamantirca macho”.

Fenoles totales Flavonoides Relacion
Muestras vegetales (mg GAE/g de (mg QE/g de flavonoides /
extracto) extracto) fenoles totales
e .
A. balli "huamantirca 269,23 +2,32* 238,26 + 3,14%* 0,59
hembra
A. discolor 579,37 + 2,83* 402,62 + 3,08** 0,69

“huamantirca macho”.
Nota. (mg GAE.): miligramos equivalentes a acido galico, (mg QE): miligramos equivalentes
a quercetina; (EH): extracto hidroalcohdlico. Se aprecia el promedio de seis lecturas (£) el error
estandar de la media. (*) T-student (0=0,05), p<0,05 existe diferencias significativas en el
contenido de fenoles totales entre EH de A. balli y A. discolor. (**) T-student (0=0,05), p<0,05
existe diferencias significativas en el contenido de flavonoides entre EH de A. balli y A.
discolor.
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4.3. Capacidad antioxidante

Para la capacidad antioxidante del EH de los tallos y hojas de A. balli “huamantirca hembra” y A. discolor “huamantirca macho (Tabla
3), mostraron evidencias significativas (p < 0,05), esto implica que la capacidad antioxidante de los EH son diferentes, asimismo el EH de A.

discolor presentd una mayor capacidad antioxidante frente al EH de A. balli en los ensayos de DPPH, ABTS y FRAP.

Tabla 3.
Capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas de A. balli “huamantirca hembra” y A. discolor “huamantirca macho”.
Muest | DPPH ABTS FRAP
uestra vegeta umol ET/g de Ex. % umol ET/g de Ex. % umol ET/g de Ex.
A. balli
“huamantirca 312,92 £3,15% 33,85+0,32* 275,85 £2,07** 44,42 + 0,33%* 219,41 £ 1,00%**
hembra”
A. discolor
“huamantirca 364,44 +£2,82% 39,64 +0,32* 472,31 £ 1,62%* 75,29 £ 0,25%* 514,88 + 1,16%**
macho”.

Nota. (umol ET): equivalente a trolox; (Ex.): extracto; (EH): extracto hidroalcoholico. Se aprecia el promedio de seis lecturas (%) el error estandar
de la media. (*) T-student (a=0,05), p<0,05 existe diferencias significativas de la capacidad antioxidante (DDPH) entre EH de A. balli y A.
discolor. (**) T-student (0=0,05), p<0,05 existe diferencias significativas de la capacidad antioxidante (ABTS) entre EH de 4. balliy A. discolor.
(***) T-student (a=0,05), p<0,05 existe diferencias significativas de la capacidad antioxidante (FRAP) entre EH de A. balli y A. discolor.
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4.4. Concentracion minima inhibitoria (ICs)

En el (ICs0) de los EH de tallos y hojas de A. balli “huamantirca hembra” y A.
discolor “huamantirca macho (Tabla 4), evidenciaron diferencias significativas (p <
0,05), esto implica diferencias entre los EH de ambos grupos, asimismo el ICso EH de
A. balli y A. discolor no llegaron a mostrar similitud con el ICso.

Tabla 4.
Concentracion minima inhibitoria cincuenta (ICsg) del extracto hidroalcohdlico de

tallos y hojas de A. balli “huamantirca hembra” y A. discolor “huamantirca macho”.

Muestra vegetal DPPH ABTS
(ng/mL) (ng/mL)
A. balli “huamantirca hembra” 1,45+0,01°¢ 1,13 +0,01¢
A. discolor “huamantirca macho”. 1,29+ 0,01° 0,67 +0,01°
Trolox 0,11 +0,012 0,08 0,012

Nota. (ug/mL): microgramo por cada mililitro, (EH): extracto hidroalcohoélico. Se aprecia
el promedio de seis lecturas (%) el error estandar de la media . ANOVA (p=0,05); p<0,05;
prueba de Tukey (0=0,05), subconjuntos muestran (a, b y ¢ son subconjuntos diferentes).
Las letras no comunes evidencian diferencia estadistica significativa.
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CAPITULO V. DISCUSION

En medicina tradicional las tallos y hojas de 4. balli “huamantirca hembra” y A.
discolor “huamantirca macho”, son empleados de manera empirica para tratar para
afecciones bronquiales, asmaticas y antibacterianas, estas actividades generalmente se
deben a los metabolitos secundarios presentes en diferentes partes de las planta,
generalmente son los compuestos fenolicos quienes presentan un interés farmacolédgico,
en esencia también a sus caracteristicas secuestradoras de radicales libres Ramos &
Santisteban (2022), el género Aristeguietia pertenecientes a la familia Compositae,
comprende alrededor de mas de 1200 especies distribuidos en Europa, Asia Africa y
América tropical y que son caracterizados por la presencia de metabolitos secundarios

de interés farmacologico (Liu et al., 2015a), por ello el interés del presente estudio.

La tabla 1, el extracto hidroalcoholico (EH) obtenido de los tallos y hojas de A.
balli “huamantirca hembra” y A. discolor “huamantirca macho”, de acuerdo al
procedimiento descrito por Cuéllar & Miranda (2024), mediante los ensayos de
reaccion se llego a determinar cualitativamente la presencia de flavonoides, fenoles y/o
taninos, cumarinas, terpenos y/o lactonas, saponinas, catequinas y glicosidos
cardiotonicos. No existen estudios completos acerca de los metabolitos existentes en
los tallos y hojas de A. balli y A. discolor; sin embargo, hay evidencia de estudios que
trabajaron a partir de sustancias aisladas tal como menciona Capasso et al, (2000),
purificando derivados glicosilados de flavonol 1-4; Saturnino (1997) llego a identificar
mediante estudios con resonancia magnética a derivados fendlicos incluyendo a la
3,5,6,7,8,4'-hexahidroxiflavona-3-0-a-L-ramnomosil-(1~6)-11-D glucopiranosido,
derivados del kaempferol y rutina, del mismo modo acidos fendlicos derivados del
acido cindmico; por otro lado, Herz (2004) menciona que los diterpenos son de mayor
presencia en especies del género Aristeguietia, el resultado coincide con el estudio
realizado por Bonilla et al.(2006), que evidenci6 en hojas de A. balli fenoles, taninos y

glicosidos.
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La bibliografia consultada consigna queque la especie A. balli también es
identificado como Eupatorium ballii Oliv. (Jardin Botanico de Missouri, 2025), del
mismo modo A. discolor es identificado como Eupatorium discolor DC.(Jardin
botanico de Missouri, 2025), por otro lado, estudios previos han determinado que dentro
de las especies del género Eupatorium de diversas partes del globo terraqueo, se
evidencia la presencia de flavonoides, alcaloides de tipo pirrolizidinicos, terpenos,
fenilpropanoides y aceites esenciales, dentro de los cuales muchos compuestos han
presentado interés farmacoldgico por sus caracteristicas antifingicas, anti nociceptivas,

citotoxicas, antiinflamatorias y antibacterianas (Liu et al., 2015b).

La tabla 2, se evidencia que el EH de tallos y hojas de A. balli “huamantirca
hembra” y A. discolor “huamantirca macho”, presentan un contenido de fenoles totales
de 269,23 + 2,32 y 579,37 + 2,83 mg GAE/g Ex., respectivamente y de flavonoides
238,26 + 3,14 y 402,62 + 3,08 mg QE/g de Ex. El los resultados fueron significativas
(p<0,05), puesto que los fenoles totales (FT) y flavonoides EH de 4. discolor fueron

superiores al EH A. balli, por lo que seria diferentes estadisticamente.

En la relacion de flavonoides con respecto a los fenoles totales se obtuvo 0,69 y
0,59, para A. discolor y A. balli, respectivamente, esto podria implicar que A. discolor
presenta mayor contenido de flavonoides que A. balli. Por otro lado, estudios previos
coinciden con el resultado obtenido, tal como reporta Ganoza (2020), quien en su
estudio determind que el extracto acuoso de hojas de A. discolor presentade 9,5a 161,4
mg GAE/g de Ex., sin embargo, no fue superior a lo evidenciado en el presente estudio,
con respecto a otras especies del género, Pilco (2019) menciona que la fraccion
diclorometano — metanol de 4. glutinosa evidencia 6.69 + 0.031 mg EQ/10mg del
extracto y 37.82 + 0.007 mg EAG/10mg de extracto para flavonoides y fenoles totales,

respectivamente, siendo el resultado de nuestro estudio superior a 4. glutinosa.

La tabla 3, manifiesta la capacidad antioxidante del EH de tallos y hojas de 4.
balli “huamantirca hembra” y 4. discolor “huamantirca macho”, con respecto al método
de DPPH result6 312,92 £ 3,15 y 364,44 £ 2,82 umol ET/g de Ex., respectivamente; en
cuanto al método del ABTS result6 275,85 + 2,07 y 472,31 + 1,62 umol ET/g de Ex.,
respectivamente; finalmente en el ensayo de FRAP se obtuvo 219,41 + 1,00 y 514,88
+ 1,16 umol ET/g de Ex. Los resultados por ensayo fueron significativos (p<0,05),
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puesto que, 4. discolor presentd una mejor capacidad antioxidante en los tres ensayos

que el EH de 4. balli, por lo que seria diferentes estadisticamente.

Asimismo, se observo una relacion directa en cuanto a la cuantificacion de FT
y flavonoides con respecto a la actividad antioxidante, en la cual el 4. discolor presento
un mayor contenido de compuestos fenolicos, por ende la capacidad antioxidante sera
superior a lo evidenciado por A4. balli; por otro lado, también se determiné en la tabla
2, que la proporcion de flavonoides en A. discolor (0,69) siendo superior a A. balli
(0,59), esto también podria explicar la actividad antioxidante superior, tal como lo
indica Kaurinovic et al, (2019), quien en su estudio concluyé que la presencia de
flavonoides en un extracto vegetal influye directamente sobre la capacidad
antioxidante. La revision bibliografica evidenciada concluye que los flavonoides
presentas efectos positivos sobre sistemas bioldgicos debido a alta capacidad
antioxidante, mediada mediante la captacion de radicales libres (RL), mediante la
quelacion o su capacidad de ceder electrones al RL para estabilizarlo(Heim et al.,
2002), su mecanismo radica en la presencia de radicales hidroxilos (OH) y su
respectiva posicion en los anillos A y B de la estructura nucleo del flavonoide, por lo
que estudios han determinado que la presencia de sustituciones de hidroxilo en las
posiciones 5-OH y es especial en la posicion 3-OH han evidenciado un alto efecto

antioxidante (Mathiesen et al., 1997; Rice et al., 1996).

El resultado obtenido muestra superioridad con respecto al trabajo desarrollado
por Alvarado (2017), que también realiz6 una evaluacion de la capacidad antioxidante
mediante el ensayo de DPPH del extracto etanolico de hojas a 100 ug/ mL mostrando

una inhibicion del 93,09 % de actividad antioxidante.

La tabla 4, se evidencia la concentracion inhibitoria cincuenta (ICso) del EH de
tallos y hojas de 4. balli “huamantirca hembra”, 4. discolor “huamantirca macho” y
comparado con el trolox, resultando para el ensayo de DPPH resulté 1,45 + 0,01; 1,29
+0,01 y0,11 £0,01 pg/mL, respectivamente; con respecto al ensayo de ABTS resulto
1,13+0,01; 0,67+ 0,01 y 0,08 0,01 pg/mL, respectivamente. Empleando el ANOVA
se determind diferencias significativas (p<0,05) entre grupos por cada ensayo,
asimismo las comparaciones multiples de Tukey no evidenciaron similitudes entre los

grupos.
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La capacidad antioxidante evidencia una relacion en cuanto al contenido de
fenoles totales y flavonoides, siendo el EH de A. discolor la que presento mejor
actividad antioxidante, estas diferencias podrian radicar en ciertos factores como la
variedad de compuestos fendlicos que podrian estar presente lo cual por accion
sinérgica se incrementa la actividad, tal como lo concluyé Joshi et al. (2022), quien
determin¢ estadisticamente los efectos sinérgicos en la combinacion de acidos fenolicos
y flavonoides; otro factor que podria explicar las diferencias son el ambiente en la que
crecieron las especies vegetales, lo que implica la riqueza del suelo, estrés hidrico,
ubicacion geografica, temperatura ambiental de exposicion y rayos solares que percibe,
conocido como estrés abiodtico, estas condiciones son una causa para desarrollar
radicales libres y las plantas sintetizan compuestos que neutralicen a los radicales libre

contrarrestando el estrés abidtico (Garcia & Aguilar, 2023; Rai & Kaushik, 2023).

Por otro lado, se evidencia que por el método de ABTS la actividad antioxidante
es superior a la del DPPH, para lo que se resalta que el cation ABTS tienen poca
selectividad con los compuestos fenolicos, puesto que reacciona con cualquier
estructura quimica aromatica con sustituciones de hidroxilo, mientras que el DPPH
tiene poca selectividad con compuestos altamente hidrofilicos o de poca polaridad,
entonces, es probable que el EH de las muestras obtenidas presenten compuestos de
baja polaridad con capacidad antioxidante como el B -caroteno, algunos derivados de
clorofila a y b, fucoxantina y violaxantina, que segun Rajauria (2019), presentan
actividad antioxidante considerable; asimismo, se conocen que los compuestos
fendlicos en su mayoria son de alta polaridad, no obstante existen flavonoides en su
forma aglicona lo cual le da una caracteristica poco polar y presentandose una
sustitucion con un hidrato de carbono aumentaria su caracteristica polar (Dias et al.,
2021); seglin estas menciones podria esclarecer los resultados obtenidos y que es
probable que en el EH de tallos de hojas de las 4 balli y A. discolor podrian presentar
mayor cantidad de compuestos con baja polaridad u otros metabolitos secundarios con
sustituciones de hidroxilo en su estructura y por ello se observa una mejor capacidad
antioxidante con el método de ABTS, del mismo para el ICso obtenido en el ensayo de
ABTS es mejor en comparacion del ensayo de DPPH, pero no siendo superior al

estandar trolox.

Con respecto a otras especies del género Aristeguietia, que anteriormente
pertenecia al género Eupatorium, se ha determinado que el extracto acuoso de hojas de
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Eupatorium lindleyanum DC., ha presentado un contenido de 56,60 = 0,49 mg GAE/g
de Ex.(Yan etal., 2011), con un ICso de 70,56 + 0,75 pg/mL para DPPH (Yan et al.,
2011); el extracto acuso de las hojas de Eupatorium odoratum evidencio 379.0 = 7.00
mg GAE/g de Ex., 263.33 = 1.00 mg QE/g Ex., también un ICs¢ de 0,07 a 0,042 mg/mL
para DPPH (Omoregie et al., 2014); el extracto metanolico de las partes aéreas de
Eupatorium cannabinum L., presentd 64. 82 mg GAE/g Ex., y 25,05 mg QE/g
Ex.(Dutta & Mahanta, 2016); el extracto metandlico de las partes aéreas de Eupatorium
adenophorum ha evidenciado 68,51 + 0,58 mg GAE/g Ex., y 32,25 + 1,15 mg QE/g
Ex.(Chandra & Saini, 2019); en comparacion con otras especies del género Eupatorium
podemos inferir que A4. discolor y A. balli ha presentado superioridad en cuanto al
contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante por el ensayo de
DPPH, esto es probable que se deba a las condiciones ambientales en la que se
desarrollan las plantas, puestos que el estrés abidtico es un factor esencial en la
presencia de compuestos fenolicos, nuestras muestras fueron recolectadas en el distrito
de Alcamenca, Victor Fajardo Ayacucho, segiin su altitud se sitia a 3200 msnm
(Ciudades y pueblos del mundo, 2025), lo cual implica un medio geografico agreste en
temporada de sequia, ambiente idoneo para que las condiciones climaticas generen
estrés abidtico, esto podria haber influido en nuestros resultados evidenciando un alto

contenido de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante.

En consecuencia, los resultados obtenidos sobre la actividad antioxidante es el
EH de tallos y hojas de 4. discolor presenta superioridad frente al EH de tallo y hojas
A. balli, siendo los responsables de esta actividad los compuestos fenolicos y en
especial los flavonoides presentes en el extracto hidroalcohdlico, los cuales
posiblemente podrian estar presentes en su forma aglicona o glicosilada, por lo que 4.
discolor y A. balli podrian ser una fuente nuevas especies quimicas con caracteristicas
antioxidantes de interés en salud publica, a su vez revalorando su uso en medicina

tradicional.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES
Se determinod el contenido total de fenoles, flavonoides; efecto antioxidante
siendo el extracto hidroalcoholico de tallos y de hojas A. discolor “huamantirca
macho” superior al 4. balli “huamantirca hembra”.
En el extracto hidroalcoholico de tallos y de hojas de A. balli “huamantirca
hembra” y A. discolor “huamantirca macho”, se ha identificado compuestos
fendlicos, taninos, lactonas, cumarinas, flavonoides, triterpenos, aminoacidos,
azcares reductores, saponinas, catequinas, glucésidos cardiotonicos 'y
alcaloidea.
Aristeguietia balli “huamantirca hembra” evidenci6 269,23 + 2,32 mg GAE/g de
Ex. y 238,26 £ 3,14 mg QE/g de Ex., para fenoles totales y flavonoides,
respectivamente; mientras que A. discolor “huamantirca macho” evidencio
579,37 + 2,83 mg GAE/g de Ex. y 402,62 + 3,08 mg QE/g de Ex.
La capacidad antioxidante de 4. balli “huamantirca hembra” por DPPH; ABTS
y FRAP presento (312,92 + 3,15 umol ET/g de Ex.; 33,85 + 0,32 % ¢ ICso de
1,45 £ 0,01 pg/mL); (275,85 + 2,07 umol ET/g de Ex.; 44,42 £ 0,33 % e ICsode
1,13+ 0,01 pg/mL) y (219,41 + 1,00 pmol ET/g de Ex.), es menor a A. discolor
“huamantirca macho” DPPH; ABTS y FRAP (364,44 +2,82 umol ET/g de Ex.;
39,64 +0,32 % e ICsode 1,29 + 0,01 pg/mL); (472,31 £ 1,627 umol ET/g de Ex.;
44,42 + 0,33 e ICs0de 0,67 £ 0,01 pg/mL); (514,88 = 1,16 umol ET/g de Ex.).

31



CAPITULO VII. RECOMENDACIONES
Realizar un estudio del efecto antioxidante evaluado a las fracciones extraidas
con solvente de polaridad creciente.
Realizar estudios farmacologicos y toxicologicos para evaluar la concentracion
minima toxica.
Profundizar estudios avanzados mediante técnicas de HPLC con el fin de
identificar los compuestos quimicos presentes en el extracto de cada especie
vegetal.
Realizar comparaciones con otras especies del género Aristeguietia que crecen en

la region de Ayacucho.
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Anexo 1.

Constancia de clasificacion sistémica de la especie vegetal A. balli “huamantirca hembra”.
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Anexo 2.

Constancia de clasificacion sistémica de la especie vegetal A. discolor “huamantirca

macho”.
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Anexo 3.
Flujograma general de trabajo.

A. balli “huamantirca
hembra” y A. discolor
“huamantirca macho”.

Recoleccion, secado y
molienda.

Extracion hidroalcohdlica
(maceracion)

Extracto hidroalcohélico
seco.

Identificacion | | Cuantificacion de | | Cuantificacion de

Identificacion
taxondmica fitoquimica fenoles totales flavonoides
Presencia (+) Método de Folin Método de
Ausencia (-) Ciocalteu (mg cloruro de
GAE/g extracto) aluminio (mg
QF/g
extracto)

Nota. Elaboracion propia
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Capacidad
antioxidante

DPPH (umol ET/
g extracto, % e
ICs0)
ABTS (umol ET/
g extracto, % e
ICsp)

FRAP (umol ET/
g extracto)



Anexo 4.
Recoleccion de hojas y tallos de A. balli “huamantirca hembra” y A. discolor

“huamantirca macho”.

(a) (b)

Nota. (a): huamantirca hembra (b): huamantirca macho
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Anexo 5.

Obtencion del extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas de A. balli “huamantirca

hembra” y A. discolor “huamantirca macho”.

Tallos y hojas secas. Molienda. ‘ ‘

Extraccion hidroalcoholica
por maceracion (alcohol 70°/
15 dias)

F A BHTIECR HEMBRA®
HoInd y ThuLOS

Proceso de secado del
extracto.

Filtrado del extracto.

Concentracion de
extractos.

Extracto
hidroalcohdlico seco-
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Anexo 6.

Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios.

(b)

Nota. (a): huamantirca macho, (b): huamantirca hembra.
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Anexo 7.
Determinacion de fenoles totales del extracto obtenido de hojas y tallas de A. balli

“huamantirca hembra” y A. discolor “huamantirca macho”.

(b)

Nota. (a): huamantirca macho, (b): huamantirca hembra.
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Anexo 8.
Determinacion de flavonoides del extracto obtenido de hojas y tallas de A. balli

“huamantirca hembra” y A. discolor “huamantirca macho”.

(b)

Nota. (a): huamantirca macho, (b): huamantirca hembra.
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Anexo 9.
Determinacion de la capacidad antioxidante mediante los ensayos de DPPH, ABTS y
FRAP del extracto obtenido de hojas y tallas de A. balli “huamantirca hembra” y A.

discolor “huamantirca macho”.

@ (b)

(e)
®
Nota. (a): DPPH - huamantirca macho; (b): DPPH - huamantirca hembra (c): ABTS -

huamantirca macho (d): ABTS - huamantirca hembra (¢): FRAP - huamantirca macho

(f): FRAP — huamantirca hembra.
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Anexo 10.

Curva de calibracion de acido galico para la determinacion de fenoles totales.
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0.25 1

0.2 -

Absorbancia
S
p—
(9]
'l

y =0.0046x + 0.0024

2 —
01 - . R?=10.9976

005 " "-"'-

0 10 20 30 40 50 60
mg/L
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Anexo 11.

Curva de calibracion de la quercetina para la determinacion de flavonoides.

0.300 1

0.250

0.200

o
© y=0.0013x + 0.0003
R2=0.9972
0.150

Absorbancia
[}

0.100

0.050

0.000 &= : : : : ,
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00

mg/L
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Anexo 12.

Curva de calibracion del trolox para la determinacion de la actividad antioxidante por

el meétodo de DPPH.
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..
.
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L
<
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=
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0.000 . . . .
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
pmol/mL
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Anexo 13.
Curva de calibracion del trolox para la determinacion de la actividad antioxidante por

el método de ABTS.
1.100 -
1.000 A
0000 4 e

0.800 A
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Anexo 14.
Curva de calibracion del trolox para la determinacion de la actividad antioxidante por

el meétodo de FRAP.
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Anexo 15.

Estadistico de T-student del del contenido de flavonoides y fenoles totales del extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas de A. balli “huamantirca
hembra” y A. discolor “huamantirca macho”

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de
igualdad de varianzas prueba t para la igualdad de medias
Diferencia 95% de intervalo de
Sig. Diferencia de error | confianza de la diferencia
F Sig. t gl (bilateral) | de medias estandar Inferior Superior
Fenoles Se asumen varianzas 2,557 0,141 -169,777 10 0,000| -310,14333 1,82677| -314,21364| -306,07303
totales iguales
No se asumen -169,777| 8,234 0,000| -310,14333 1,82677| -314,33512| -305,95155
varianzas iguales
Flavonoides Se asumen varianzas 0,051 0,826 -91,539 10 0,000 | -164,36000 1,79552| -168,36068 | -160,35932
iguales
No se asumen -91,539| 9,995 0,000 | -164,36000 1,79552| -168,36093| -160,35907
varianzas iguales
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Anexo 16.

T - Student de la capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico obtenido de tallos y de A. balli “huamantirca hembra” y A. discolor
“huamantirca macho”.

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene
de igualdad de
varianzas prueba t para la igualdad de medias
Diferencia 95% de intervalo de
Sig. Diferencia de de error | confianza de la diferencia
F Sig. t gl (bilateral) medias estandar Inferior Superior
Se asumen 0,104 0,754 | -29,838 10 0,000 -51,52767 1,7269 | -55,37553 -47,67981
DPPH varianzas iguales 4
(umol ET/g Ex.) No se asumen -29,838| 9,880 0,000 -51,52767 1,72694 | -55,38186 -47,67348
varianzas iguales
Se asumen 1,289 0,283 - 10 0,000 -196,45833 1,07246 -1 -194,06874
varianzas iguales 183,18 198,84793
ABTS 5
(umol ET/g Ex.) No se asumen -1 9,449 0,000 -196,45833 1,07246 -1 -194,04971
varianzas iguales 183,18 198,86695
5
Se asumen 0,200 0,664 - 10 0,000 -295,46667 0,62539 -1 -294,07321
varianzas iguales 472,45 296,86012
FRAP 3
(nmol ET/g Ex.) No se asumen -1 9,793 0,000 -295,46667 0,62539 -1 -294,06921
varianzas iguales 472,45 296,86413
3

Nota. (EX.): extracto.
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Anexo 17.

Analisis de varianza — ANOVA, evaluado al ICso para los ensayos de DPPH y ABTS

del extracto hidroalcohdlico obtenido de tallos y hojas de A. balli “huamantirca

hembra” y A. discolor “huamantirca macho”.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
DPPH Entre grupos 6,444 2 3,222 | 30848,989 0,000
Dentro de grupos 0,002 15 0,000
Total 6,446 17
ABTS Entre grupos 3,334 2 1,667 | 300103,000 0,000
Dentro de grupos 0,000 15 0,000
Total 3,335 17
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Anexo 18.
Comparaciones multiples de Tukey del ICsy para el ensayo de DPPH, del extracto
hidroalcohdlico obtenido de tallos y hojas de A. balli “huamantirca hembra” y A.

discolor “huamantirca macho”.

DPPH
Subconjunto para alfa = 0.05
ID N A b c
Tukey B* Trolox 6 0,11
A. discolor “huamantirca macho”. 6 1,29
A. balli “huamantirca hembra” 6 1,45

Anexo 19.
Comparaciones multiples de Tukey del ICso para el ensayo de ABTS, del extracto
hidroalcohdlico obtenido de tallos y hojas de A. balli “huamantirca hembra” y A.

discolor “huamantirca macho”.

ABTS
Subconjunto para alfa = 0.05
1D N A b c
Tukey B*  Trolox 6 0,08
A. discolor “huamantirca macho”. 6 0,67
A. balli “huamantirca hembra” 6 1,13
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Anexo 20.

Matriz de definicion y operacionalizacion de variables

Variables Definicion Definicion Dimensiones  Indicadores Valoraciéon Escala de Item del

conceptual operacional medicion instrumento
Variable Producto obtenido  Extracto Medicion de la  Concentracion ~ mg/mL Cuantitativa Ejecucion  de
independiente: mediante concentrado de cantidad Contenido de mg GAE/gde  Cuantitativo tamizaje
Extracto procedimientos las hojas y tallos  especifica de fenoles extracto seco fitoquimico
hidroalcohodlico  establecidos enla  producto de la compuestos Contenido de mg GAE/gde  Cuantitativo cualitativo para
de hojas y tallos cual se utiliza las  maceracion en equivalentes a  flavonoides extracto seco la identificacion
de Aristeguietia partes secas de la  alcohol 70% por  una molécula de metabolitos
balli (Oliv) planta y son 15 dias y estandar. secundarios en
R.M. King & mezclados con almacenado en el extracto
H.Rob alcohol de 70°, envase de vidrio hidroalcohdlico
“huamantirca macerado por 15 color ambar. utilizando
hembra” y dias para luego reactivos en
Aristeguietia obtener el extracto tubos de ensayo,
discolor (DC) hidroalcohdlico y cuantificacion
King &Rob. (Mariaca et al., de FT y
“huamantirca 2016). flavonoides
macho
Variable Accidn de retardar  Determinacion de  Medicion dela  DPPH Umol, % e Cuantitativo Ejecucion de la
dependiente. la oxidacion de un la capacidad capacidad 1Cso capacidad
Efecto sustrato antioxidante neutralizadora ~ ABTS Umol, % e Cuantitativo antioxidante por
antioxidante facilmente utilizando los o reductora de 1Cso métodos de

oxidable (Mariaca modelos DPPH,  los FRAP Umol y % Cuantitativo secuestramiento

et al., 2016). ABTS y FRAP. compuestos del radical.

Estas pruebas se  antioxidantes
fundamentan en evaluados.

la transferencia
de electrones
(Kuskoski et al.,
2004).

59



Anexo 21.

Matriz de consistencia.

Titulo: Efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos de Aristeguietia balli (Oliv) R.M. King & H. Rob “huamantirca hembra” y

Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob “huamantirca macho”. Ayacucho 2024.

Formulacion Objetivos Hipotesis Variables Metodologia

del problema

Problema Objetivo general Hi: El extracto Variable Tipo de investigacion: Basica, descriptiva.

general Evaluar el efecto antioxidante del extracto hidroalcohdlico  independiente: Definicion de la poblacién y muestra.

(Tendra efecto hidroalcohdlico de hojas y tallos de de Aristeguietia extracto Poblacién: Hojas y tallos de Aristeguietia balli

antioxidante el Aristeguietia balli (Oliv) R.M. King & H. Rob  balli (Oliv) R M. hidroalcohdlico de (Oliv) RM. King & H. Rob ‘“huamantirca

extracto “huamantirca hembra” y Aristeguietia discolor King & H. Rob hojas y tallos de 4. balli 'hembra” y Aristeguietia discolor (DC) King &

hidroalcohodlico (DC) King & H. Rob “huamantirca macho” “huamantirca “huamantirca hembra” H. Rob “huamantirca macho”.

de hojas 'y Objetivos especificos hembra” y y A. discolor Muestra: Un kg de hojas y tallos de

tallos de e Identificar los metabolitos secundarios Aristeguietia “huamantirca macho”. Aristeguietia balli (Oliv) R M. King & H. Rob

Aristeguietia presentes en el extracto hidroalcohélico de discolor  (DC) Indicador: “huamantirca hembra” y Aristeguietia discolor

balli (Oliv) hojas y tallos de Aristeguietia balli (Oliv) King & H. Rob Concentracion: mg/mL  (DC) King & H. Rob “huamantirca macho”.

RM. King & R.M. King & H. Rob “huamantirca hembra” “huamantirca Variable dependiente  Que seran recolectadas en las alturas del centro

H. Rob y Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob macho” poseen Efecto antioxidante poblado de Carampa, Distrito de Alcamenca,

“huamantirca “huamantirca macho” mediante tamizaje efecto Indicador: Provincia de Victor fajardo del Departamento

hembra” y fitoquimico. antioxidante. e Captacién del radical de Ayacucho.

Aristeguietia e Determinar el contenido de fenoles totales y Ho: El extracto libre DPPH Meétodos instrumentales:

discolor (DC)  flavonoides del extracto hidroalcohdlico de hidroalcohdlico expresado como Espectrofotometria UV-VIS.

King & H. Rob hojas y tallos de Aristeguietia balli (Oliv) de Aristeguietia ugET/g de muestra.  Analisis estadisticos:

“huamantirca R.M. King & H. Rob “huamantirca hembra” balli (Oliv) RM. e Captacién de radical La expresion de los resultados serda por el

macho”? y Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob  King & H. Rob libre ABTS promedio y su error estandar (+/-), obtenido de
“hyamantirca macho”. “huamantirca expresado en pg seis lecturas. En la comparacion del contenido

e Determinar la capacidad antioxidante de los hembra” y ET/g de muestra. de flavonoides y fenoles totales seran evaluados

compuestos fendlicos con modelos de DPPH, ~ Aristeguietia e Captacién reductora Mmediante el estadistico de T-student (p<0,05); la

ABTS Y FRAP del extracto hidroalcohdlico
de hojas y tallos de Aristeguietia balli (Oliv)
R.M. King & H. Rob “huamantirca hembra”
y Aristeguietia discolor (DC) King & H. Rob
“huamantirca macho”.

discolor  (DC)
King & H. Rob
“huamantirca

macho” no
poseen  efecto
antioxidante.

del hierro (FRAP)
expresado como
pngET/g de muestra

capacidad antioxidante mediada por los ensayos
de FRAP, ABTS y DPPH, seran evaluado el
ANOVA y comparaciones multiples de Tukey
(p<0,05). El procedimiento operacional fue
desarrollado en el programa Microsoft Excel
version 2023 y SPSS, version 26,0 en espaiiol.
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