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RESUMEN

Las plantas del género Senecio son plantas nativas del Per( utilizadas en
medicina tradicional por ser antiespasmaodico, antinflamatorio, y para tratar el mal
de altura. El presente trabajo tuvo por objetivo comparar la actividad antioxidante
in vitro de las hojas de tres especies del género Senecio. El contenido de fenoles
y flavonoides totales fueron determinados por los métodos de Folin ciocalteu y
Cloruro de aluminio respectivamente; y la actividad antioxidante se determino
utilizando los métodos del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y el
método del radical &cido 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS**); y
la capacidad reductora del hierro (FRAP). El S. adenophylloides Sch. Bip. mostré
mayor contenido de fenoles y flavonoides totales 63,076 + 0,25 mg EAG/g de
muestra seca y 64,15 + 1,99 mg EQ/g de muestra seca respectivamente. La
concentracion inhibitoria 50 (Clso) del extracto etandlico de las hojas de las tres
especies del género Senecio sobre el radical DPPH, ABTS, FRAP fueron; para el
DPPH mostraron un Clsp: 27,22 + 0,15; 33,86+ 0,16 y 38,11 + 0,84 pg/mL para S.
adenophylloides Sch. Bip., S. graveolans Weed y S. collinus DC. respectivamente;
para ABTS mostraron un Clso: 29,85 + 0,12; 44,08 £ 0,02 y 52,56 + 0,03 pg/mL
para S. adenophylloides Sch. Bip., S. graveolans Weed y S. collinus DC.
respectivamente y para FRAP mostraron un Clsg: 5,49 + 0,04; 7,85 + 0,07 y 6,23
+ 0,03 pg/mL para S. adenophylloides Sch. Bip, S. graveolans Weed y S. collinus
DC. respectivamente. Concluyendo que el S. adenophylloides Sch. Bip. Posee
mayor actividad secuestradora de los radicales libores DPPH, ABTS y mayor
capacidad reductora del hierro (FRAP).

Palabras clave: Antioxidante, Género Senecio, Fenoles totales, Flavonoides
totales, DPPH, ABTS, FRAP.
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l. INTRODUCCION
Senecio, es uno de los géneros mas diversos de plantas con flores, con mas de
1250 especies, de distribucion cosmopolita, a excepcion de la Antartida,
presentando la mayor concentracion y riqueza en los Andes sudamericanos y al
Sur de Africa. Las especies de Senecio son morfologicamente variables,
especialmente en las hojas, asi como en las formas de crecimiento, que van desde
hierbas anuales y perennes, sufritices hasta arbustos. Para el Perl han sido
registradas 177 especies, las que ocupan diversos ambientes ecoldgicos, desde
la costa desértica, lomas, matorrales xerofiticos, valles interandinos hasta la puna,
en el limite de la vegetacion. Muchas de estas especies presentan distribucion
restringida y estan consideradas como endémicas. Recientemente 94 especies
endémicas de Senecio para el Perl han sido evaluadas y categorizadas segun los
criterios de la UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza).!
La importancia de los polifenoles en salud humana ha sido ampliamente revisada.
No obstante, uno de los aspectos criticos de la investigacioén sobre la capacidad
antioxidante de productos naturales se relaciona con la elecciébn de las
herramientas de medicién. Cada vez es necesario contar con una bateria de
ensayos que nos permitan obtener informacion complementaria. El uso de
radicales estables coloreados como el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Acido
2,2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS), o reactivos como el
complejo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ); se recomiendan como criterio
preliminar para jerarquizar las distintas plantas, extractos o fracciones de éstos,
de acuerdo a su poder antioxidante. Dado que en los ensayos mencionados
ocurren reacciones de transferencia de electrones y/o hidrégeno, el adecuado
conocimiento de la quimica de tales sistemas es condicién sine qua non para
interpretar correctamente los resultados, particularmente cuando estos ensayos
se aplican a muestras de fluidos biolégicos.? Por la capacidad de detener o

retardar procesos oxidativos, los cuales pueden causar dafios en las células o



afectar la preservacion de productos, los compuestos con actividad antioxidante
tienen una gran aplicacién en el campo de los alimentos, la industria, la medicina,
la cosmética, entre otros. En la blusqueda de nuevos compuestos con dicha
actividad nos enfocamos en un grupo de plantas poco estudiado a nivel fitoquimico
y que presenta ciertas caracteristicas que le confieren especial interés. Se ha
reportado para este tipo de plantas estructuras quimicas que pueden presentar
dicha actividad. Entre estas se encuentran los flavonoides, que han demostrado
ser los responsables de la actividad antioxidante en muchos extractos de plantas.®
Los radicales libres son moléculas o fragmentos de moléculas caracterizadas por
tener uno o mas electrones desapareados en su orbital externo, condicion que los
torna altamente reactivos. En los seres vivientes existen sistemas de defensa
antioxidante que tienen la propiedad de impedir la accion nociva de los radicales
libres, habiéndose identificado compuestos con propiedades antioxidantes de
naturaleza enzimatica como la catalasa, superdoxido dismutasa, glutation
peroxidasa, etc., asi como, sustancias no enzimaticas: ascorbato, ferritina,
ceruloplasmina, polifenoles, antocianinas. Cuando la defensa antioxidante es
insuficiente para proteger el organismo del efecto dafino de los radicales libres
puede conducirlo al estrés oxidativo, condicion que esta estrechamente vinculado
a una gran diversidad de patologias como la psoriasis, cancer, diabetes mellitus,
aterosclerosis, cataratas, hipertension arterial, artritis reumatoidea, formas de
anemia.*®>

Los radicales libres no son completamente dafiinos, ya que nuestro propio
organismo los fabrica en cantidades moderadas para luchar contra bacterias y
virus. Los radicales libres producidos por el cuerpo para llevar a cabo
determinadas funciones son neutralizados facilmente por nuestro propio sistema
antioxidante.®

El problema para nuestras células se produce cuando se da un exceso sostenido
de radicales libres en nuestro sistema, a través de los afos, situacion en la cual
nuestro sistema antioxidante requiere de los antioxidantes de la dieta. El
incremento de los radicales libres por encima de la cantidad de sustancias
antioxidantes, conduce al estrés oxidativo, lo que produce dafio celular.®

Los antioxidantes derivados de las plantas desde el punto de vista fitoquimico
pueden ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos
fendlicos, flavonas, flavonoles, catequinas, antocianinas y proantocianinas los

cuales debido a sus propiedades redox pueden actuar como donadores de hidro-



genos y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de enfermedades

degenerativas.’

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivos generales

Comparar la actividad antioxidante in vitro de tres especies del género Senecio.

1.1.2 Objetivos especificos

e Comprobar la presencia de fenoles y flavonoides en las tres especies del
género Senecio.

e Determinar el contenido de flavonoides y fenoles totales.

e Determinar la actividad antioxidante in vitro del extracto obtenido de las hojas
de las tres especies del genero Senecio.






1. MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Desde el punto de vista de Albayrak y col., quienes realizaron la investigacion: A
comparative study on antioxidant and antimicrobial activities of four Senecio L.
Species from Turkey publicado el afio 2015, para investigar los contenidos
fendlicos totales, las actividades antioxidantes y antimicrobianas de cuatro
Senecio L. (Asteraceae), se utilizé las partes aéreas de las plantas. Los resultados
de este estudio mostraron que todas las especies de Senecio evaluadas eran ricas
en contenido fendlico y tenian una potente actividad antioxidante medida por
diferentes métodos como la eliminacion de DPPH, reduccion de Mo (V1) a Mo (V)
e inhibicion del ensayo de decoloracion de -caroteno. Se utilizd la técnica de
observacion directa, medicién y registro de la absorbancia en una ficha o libreta.
Todas las especies de Senecio probadas podrian ser una buena fuente de
antioxidantes naturales y agentes antibacterianos. En conclusion, se puede
recalcar que los extractos de Senecio se pueden considerar fuentes naturales en
muchas industrias, como alimentos y farmacia.®

En el presente trabajo de investigacion realizados por Stankovic y col.: Antioxidant
activity, total phenolic content and flavonoid concentrations of different plant parts
of Teucrium polium. Subsp. Polium publicado en el afio 2012, determinaron el
contenido fendlico total, la concentracion de flavonoides y la actividad antioxidante
in vitro de veinte extractos diferentes de la planta entera y partes de la planta
(hojas, flores y tallos) de Teucrium polium, El contenido total de fenoles oscil6
entre 14,57 y 157,84 mg de GAE/g de extracto. Las concentraciones de
flavonoides variaron de 6,48 a 139,87 mg de Ru/g de extracto. La actividad
antioxidante se determiné in vitro usando reactivo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) y se expresé como concentracion de cada extracto requerido para inhibir
el radical en valores del 50% (Clso) que oscilaban entre 26,30 y 2190,75 ug/ml. El

extracto de hojas metandlicas contiene la mayor concentracién de compuestos



fendlicos (157,84 mg de GaA / g) y mostr6 una fuerte actividad antioxidante (Clso=
26,30 pg / ml). Los extractos de ginkgo y té verde se analizaron para comparacion,
y los resultados indicaron que algunos extractos de Teucrium polium eran iguales
en actividad con el Ginkgo o té verde y algunos parecian tener mayor actividad.
Los resultados obtenidos describen una fuerte actividad antioxidante y una gran
contribucién de andlisis separado para la maxima explotacién de compuestos
fendlicos activos de Teucrium polium. Con base en esta informacion, las partes de
las plantas de esta planta son fuentes naturales de sustancias antioxidantes de
alta importancia.®

En el presente trabajo de investigacion realizados por Mesa y Col.: Actividad
antioxidante de extractos de diferente polaridad de la especie Ageratum
conyzoides L. publicado en el afio 2015, evaluaron por diferentes métodos
espectrofotométricos: acido 2,2"azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico
(ABTSe+); 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), poder antioxidante reductor del
hierro (FRAP) y capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC). Los
extractos de las hojas de Ageratum conyzoides L., presentaron una buena
actividad antioxidante en las metodologias evaluadas. El extracto mas activo fue
el de acetato de etilo (C4HsO32), que presento los mejores valores por las técnicas
evaluadas con la mayor potencia determinada por el ensayo ORAC con valores
de (TEAC) = 494048,95 + 29695,80 uMol Trolox/100g muestra. Las mediciones
de la actividad antioxidante por diferentes técnicas, ofrecen ventajas en términos
de la prediccion de la capacidad antioxidante in vitro de esta planta, ademas se
recomienda explorar las caracteristicas estructurales de los compuestos
presentes en el extracto de acetato de etilo de esta planta con el fin de investigar
los beneficios potenciales y los mecanismos de accién de posibles nuevos
antioxidantes. 1©

En el presente trabajo de investigacion realizado por Orjuela A.: Determinacion de
actividad antioxidante de extractos y fracciones de hojas Chromolaena perglabra
(B. L. Robinson) R.M. King & H. Robinson publicado el afio 2015, determind las
actividades antioxidantes de los extractos y fracciones de las hojas de dicha
especie, utilizando dos métodos de decoloracién de los radicales 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) y acido 2,2"azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico
(ABTS™). Ambos métodos se utilizaron sobre los extractos de hojas (éter de
petréleo, diclorometano, acetato de etilo y etanol) y fracciones de los extractos de

hojas (éter de petréleo, diclorometano, acetato de etilo y metanol). Las



concentraciones usadas fueron 12.5, 25, 62.5 125 y 250 miligramos de extracto
por litro de Metanol. Presentando mayor actividad antioxidante por el método
DPPH y ABTS™ a la fraccion metanol del extracto etanol con un ICsy de 1.51
miligramos por litro de metanol por el ensayo de DPPH y 20.15 miligramos por litro
de metanol para el ensayo de ABTS™ respectivamente, siguiéndole la fraccion de
acetato de etilo del extracto acetato de etilo con un ICso de 29.90 miligramos de
extracto por litro de metanol por el ensayo de DPPH y 20.87 miligramos de
extracto por litro de metanol por el método ABTS™. Las fracciones con los
solventes de menor polaridad por ambos métodos no presentan una actividad
antioxidante.

Desde el punto de vista de Tovar, J., quien realizé la investigacién: Determinacion
de la actividad antioxidante por DPPH y ABTS de 30 plantas recolectadas en la
ecorregion cafetera publicado en el afio 2013, estas muestras fueron recolectadas
en la ecorregiéon cafetera Colombiana y se les realizd una extraccidn a las partes
aéreas por maceracion masiva y se evalué su actividad antioxidante por medio de
dos modelos in vitro, DPPH y ABTS; y se demostr6 que los resultados obtenidos
soportan el planteamiento de que algunas plantas medicinales prometen ser
fuentes de antioxidantes naturales y que la actividad antioxidante de dichos
extractos esté relacionada con la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos
en la composicion fitoquimica de la planta, que se pudo evidenciar en los
espectros UV de los extractos. Los mejores resultados fueron obtenidos por
Tovomita guianensis (Clusiaceae) con una actividad antioxidante de 54,97% y una
alto contenido de flavonoides lo cual es muy prometedor y podria analizarse con
mas detalle como alternativa natural.'?

Desde el punto de vista de Palomino G. y col. enfatizaron en su trabajo de
investigacion: Determinacion del contenido de fenoles y evaluacion de la actividad
antioxidante de propoleos recolectados en el departamento de Antioquia
(Colombia) publicado en el afio 2009, se compara la calidad del extracto etandlico
de propéleos (EEP) provenientes de diferentes regiones de Antioquia (Colombia),
mediante la determinacion del contenido de flavonoides y fenoles totales, y la
actividad antioxidante in vitro, la cual es establecida empleando las técnicas de
captura de los radicales DPPH y ABTS™ y la capacidad reductora de hierro
(FRAP), se determind el contenido de fenoles y flavonoides totales mediante
métodos espectrofotométricos, y la actividad antioxidante. Se concluy6 que los

extractos etandlicos de los propéleos (EEP) provenientes de los municipios de



Betania BR, y Caldas CT, exhibieron un mayor contenido de compuestos
fendlicos, los cuales podrian estar relacionados con la capacidad antioxidante de
los mismos. En BR también se detecté el mayor contenido de flavonoides. En
general, los propéleos con actividad antioxidante FRAP también exhibieron la
mayor actividad captadora de los radicales DPPH y ABTS; se encontré una buena
correlacion entre estas actividades y el contenido de fenoles de los extractos.*3
Desde el punto de vista de Ochoa y col. realizaron la investigacion: Extraccion,
caracterizacion y evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Senecio graveolens Wedd (Wiskataya) publicado el afio 2013, enfatizando que la
utilizacion de estas plantas pertenecientes al género Senecio como plantas
medicinales es debido a la presencia de diferentes clases de metabolitos
secundarios, puesto que son ricos en monoterpenoides, sesquiterpenoides,
flavonoides, entre otros. Utilizaron el aceite esencial, extraido por destilacion por
arrastre con vapor de agua, presento un alto rendimiento. El perfil cromatografico
obtenido para el aceite esencial mostro principalmente composicion de
monoterpenos y monoterpenos oxigenados, siendo el sabineno el componente
mayoritario. La investigacion llego a la siguiente conclusién: se ha demostrado la
actividad antibacterial promisoria del aceite esencial de S. graveolens frente a las
bacterias evaluadas.'*

Desde el punto de vista de Zavala E., quien realizé la investigacion: Capacidad
antioxidante, regeneradora y el factor de proteccion solar de la cascara de
Mangifera indica L. “mango” publicado el afio 2017, haciendo uso del método de
extraccion en un equipo Soxhlet utilizando etanol de 96° G.L. La capacidad
antioxidante se evalué mediante tres ensayos 2,2- difenil-1-picrihidrazilo (DPPH),
poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) y sustancias reactivas de acido 2-
tiobarbitarico (TBARS); los valores se expresaron en equivalentes de Trolox por
gramo de extracto liofilizado (mg ET/g), los valores oscilaron entre 141,70 + 7,57
mg ET/g (mango criollo 1) y 385,76 + 2,42 mg ET/g (mango criollo 2). Asi mismo,
se evalu6 la capacidad regeneradora en planarias de agua dulce, siendo el
‘mango criollo 2" y “mango Edward” los que mostraron la mejor regeneracion. Se
determind el factor de proteccién solar, siendo el “mango criollo 2” el que mostré
el mayor valor (6,54 + 0,02). La correlacion entre la capacidad antioxidante y el
factor de proteccion solar fue elevada y significativa (p<0,05). Sin embargo, el
ensayo de sustancias reactivas de acido 2-tiobarbitarico (TBARS) mostro

diferencias al relacionarse con la capacidad antioxidante y el factor de proteccion



solar.’®
2.2 Senecio collinus DC.

2.2.1 Clasificacion taxonémica

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Asterales

Familia : Asteraceae

Género : Senecio

Especie : Senecio collinus DC.

Nombre Vulgar : “jarhuancho”
Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias
Biologicas, UNSCH 2017.16 (ANEXO 1)

‘A

2.2.2 Descripcién botanica

Arbusto de 20 a 50 cm de alto, densamente ramoso desde la base, con ramas
ascendentes hojosas hasta la inflorescencia, con pequefias ramitas cortas que
salen de las axilas de las hojas superiores. Hojas alternas, enteras, agudas, con
I6bulos lanceolados o triangulares. Capitulos discoides, numerosos,
pedunculados, dispuestos en cimas corimbiformes en los extremos de las ramas.
Involucro con bracteolas del caliculo numerosas. Flores, amarillas, con corola tu_

bulosa. Fruto aquenio cilindrico. Florece en verano.*®



2.2.3 Usos en la medina tradicional

Para el susto se realiza bafios con el cocimiento de sus hojas, para el frio se
calienta la planta en la olla y se frota el cuerpo. Para curar los bronquios se hace
hervir las hojas y tomar su liquido hasta sanar.’

2.2.4 Composiciéon quimica

No hay ningun resultado referente a su composicién quimica.

2.3 Senecio adenophylloides Sch. Bip.

2.3.1 Clasificacion taxondmica

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Asterales

Familia : Asteraceae

Género : Senecio

Especie : Senecio adenophylloides sch. Bip.

Nombre Vulgar : “wiskataya”
Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas, UNSCH 2017.%6 (ANEXO 2)
g

Figura 2. Senecio adenophylloides sch. Bip. “wiskataya”
2.3.2. Descripcion botanica
Senecio adenophylloides sch. Bip (sinénimo Senecio rufescens DC)?, Arbusto de

20 - 80 cm de altura, muy ramificado, densamente glanduloso-pubescente, hojoso
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hasta el 4pice. Entrenudos de 2 - 5 cm de largo. Hojas alternas, de contorno
oblanceolado, con l6bulos lanceolados o triangulares. Capitulos discoideos,
agrupados en numero de 2 - 4 en los extremos de las ramas, con pedunculos
cortos, bracteolados, glanduloso pubescentes. Flores amarillas y numerosas.*®
2.3.3 Usos en la medicina tradicional

Se usa para dolores estomacales, mal de altura preparado en forma de mate,
conocimiento obtenido por los habitantes del centro poblado San Felipe, ya que
no hay estudios referentes a esta especie del género Senecio de su uso en la
medicina tradicional en la actualidad.

2.3.4 Composicién quimica

No existe referencia alguna de su composicion quimica.

2.4  Senecio graveolens weed.

2.4.1 Clasificacion taxondmica

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Asterales

Familia : Asteraceae

Género : Senecio

Especie : Senecio graveolens weed.
Nombre Vulgar : “chachacoma, wiskataya”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias

Figura 3. Senecio graveolens weed. “chachacoma, wiskataya”
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2.4.2 Descripcion botéanica

Senecio graveolens weed (sinénimo Senecio Nutans sch. Bip.)**®, que crece a
mas de 3 700 metros sobre el nivel del mar, arbusto aromatico, perennifolio, que
puede alcanzar alturas de 0,80 a 1,20 cm, cuenta con moderada masa foliar, es
de raiz pivotante y tallo semilefioso, sus hojas son alternas abrazando el tallo, de
0,8 a 2 cm de largo (incluyendo el peciolo), de 0,4 a 0,8 cm de ancho, el borde es
dentado. Las flores son de cabezuelas discoidales, escasas a numerosas, de 6 a
10 mm de alto, sobre pedunculos de 0.2 a 1.5 cm de largo, bractéolada, cilindrica
o ligeramente campanulada, receptaculo plano o ligeramente convexo, de color
amarillas o amarillo rojizas. Los frutos y semillas son aquenios maduros elipsoides
a subcilindricos.*3

2.4.3 Usos en la medicina tradicional

Como medicina tradicional, se utiliza la infusiéon de tallos y hojas para dolores
estomacales y mal de altura (soroche),’® el exceso de esta planta causa la
ceguera. También se recomienda para la fiebre, tos y resfriado fuerte, sirve para
preparar pomadas para los dolores y en algunos casos la molienda de sus hojas
se mezcla con otras pomadas (mentholatum, pomada alcanforada). Remedio para
problemas urinarios.*®°

El uso en medicina tradicional de S. nutans en Chile, Bolivia y Argentina una gran
importancia, el cocimiento de las hojas se usa como tonico cerebral, y el de hojas
y tallos se usa en fomentos contra los dolores reumaticos y artriticos. La infusion
se usa para la bronquitis, asma, afecciones pulmonares, dolores de estdbmago,
nauseas, problemas cardiovasculares, y para regularizar la menstruacion.*®

2.4.4 Composicion guimica

Existe pocos estudios de sus compuestos fendlicos en extractos de la planta, en
dicho reporte del extracto etandlico de S. graveolens determinaron que el
compuesto principal es 4-hidroxi-3- (3-metil-2-butenil) acetofenona, es uno de los
compuestos activos responsable de su actividad antibacteriana.?®

Existe reporte de composicion quimica en su aceite esencial encontrando
hidrocarbono monoterpeno sabineno (52,39%) seguido de (+)-4-careno (8,20%),
y-terpineno (7,11%), B-mirceno (6,74%), y algunos monoterpenos con grupos
funcionales, tales como, 5- isopropil-2-metilbiciclo [3.1.0] hexano-2-ol (3,78%), 4-
terpineol (3,78%) y pulegona (3,67%). Estudios relacionados a la composicion
guimica de aceites esenciales del género Senecio, relatan cédmo constituyentes

principales a los monoterpenoides y sesquiterpenoides.'?
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2.5 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se refieren a un agrupo de substancias que poseen en
comun un anillo aromatico con uno o mas substituyentes hidroxilos, y que ocurren
frecuentemente como glicésidos combinados con unidades de azucar. Son
relativamente polares y tienden a ser solubles en agua; pueden ser detectados
por el intenso color verde, parpura, azul o negro, que producen cuando se les
agrega una solucién acuosa alcoholica al 1% de cloruro férrico. Dada la naturaleza
aromética de estos compuestos fendlicos, ellos muestran intensa absorcion en la
regiéon UV del espectro, siendo este método espectral especialmente importante
para su identificacion y analisis cuantitativo. Asi mismo, muestran desplazamiento
batocrémico caracteristico en presencia de alcalis.?*

2.5.1 Flavonoides

Los flavonoides y los compuestos relacionados (antocianinas, catequinas y
leucoantocianidinas) proceden del metabolismo secundario de los vegetales a
través de la ruta del acido shikimico y la ruta de los policétidos.?

Los flavonoides son compuestos, generalmente amarillos que se encuentran en
los jugos celulares y en los pétalos de las flores de algunas plantas en forma de
glucosidos de diversos azUcares (glucosa, galactosa, ramnosa 0 una pentosa) y
cuyos aglicones son derivados del nucleo fundamental de la fenilbenzopirona.
Estos compuestos son metabolitos secundarios de las plantas, cuyo papel
fisioldgico, en ellas, no se conoce bien. Muchos de ellos se hallan en la corteza de
los arboles (robles, nogal, morena, etc.) y se han utilizado como colorantes
naturales, otros tienen caracter vitaminico y aplicaciones terapéuticas.?®

Los flavonoides se encuentran generalmente en mezclas como agliconas y/o
glicésidos, aun de las diferentes clases siendo este Gltimo mas comin; en mucho
casos, debido a la complejidad de la mezcla es més frecuente el estudio de estos
compuestos en forma de agliconas en extractos de plantas previamente
hidrolizados. Se hallan presente en todas las partes de las plantas, algunas clases
se encuentran mas ampliamente distribuidas que otras, siendo mas comunes las
flavonas y flavonoles , y mas restringidas en su ocurrencia las isoflavonas, las
chalconas y auronas. Al afio 1990 se conocen alrededor de 3000 flavonoides,
entre ellos 450 flavonoles, 300 flavonas, 150 isoflavonas, 60 chalconas, 20
auronas, etc.?

2.5.1.1 Distribucién

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos entre los vegetales superiores y
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se encuentran practicamente en todas las plantas superiores, sobre todo, en
partes aéreas: hojas, flores y frutos. Algunos flavonoides son los responsables del
color amarillo de ciertas flores. Las principales familias que contienen flavonoides
son: Rutaceas, Poligonaceas, Compuestas y Umbeliferas.??

2.5.1.2 Estructura

Los flavonoides son estructuras del tipo Cs- C3- Cs, con dos anillos aromaticos
(bencénicos) unidos entre si por una cadena de 3 carbonos cicladas a través de
un oxigeno. Se considera que su estructura deriva de la y-cromona (o0 benzo-y-
pirona) con un fenilo en posicién 2. Asi pues, son 2-fenil-y-cromonas. Todos los
flavonoides poseen un carbonilo en la posicion 4 y las variaciones se producen en
las posiciones 1, 2 y 3 de la unidad Csy en el anillo B. son estructuras hidroxiladas
(OH) en el anillo aromatico y, por lo tanto, son polifenélico. Se pueden encontrar
como aglicones libres o en forma de O-heterdsidos o C-heterésidos, unidos
generalmente a glucosa, que es el azicar mas frecuente. De los tres anillos, el
anillos A se biosintetiza a través de la ruta de los policétidos y el anillo B y la unidad

Cs (que forma el anillo C) proceden de la ruta del &cido shikimico.??

Figura 4. Nicleo basico de un flavonoide.?*
2.5.1.3 Clasificacion

Los flavonoides se clasifican en base a sus variaciones estructurales:??
a) Con doble enlace entre las posiciones 2 y 3.
Flavona: con H en la posicion 3.
Flavonol: con OH en la posicién 3
b) Sin doble enlace entre las posiciones 2 y 3.
Flavonona: con H en la posicion 3.
Flavononol: con OH en la posicion 3
¢) Chalconas: con el anillo C abierto.

d) Isoflavonoides con el anillo B en la posicién 3 (3-fenil-y-cromona).??
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Figura 5. Clasificacion de los flavonoides.?®

2.5.1.4 Actividad terapéutica

Las diferentes especies que contienen flavonoides poseen actividad

farmacologica muy variada: accion vitamina P, antihemorragico, antiarritmico,

protectores de la pared vascular o capilar, antiinflamatorios, antirradicales libres,

antihepatotéxicos, antibacterianos, antiviricos y antifingicos, diuréticos y

antiurémico, antiespasmadicos.??

2.5.2 Acidos fenodlicos

Los acidos fendlicos constituyen un amplio grupo de compuestos orgénicos,

distribuidos en la naturaleza y muestran un amplio espectro de actividades

farmacoldgicas; estos han reportado propiedades antioxidantes, antimutagénicas,
antitumorales y anticarcinogénicas.?*

Las estructuras fendlicas son metabolitos secundarios que pueden proceder de la

ruta del &cido shikimico o de la ruta del acetato.

e Proceden de la ruta del acido shikimico: fenoles sencillos, acidos fendlicos
(benzoicos, cinamicos, etc.), cumarinas, lignanos, flavonoides, antocianos y
taninos.??

* Proceden de la ruta de los acetatos o ruta del &cido mevalbnico, los siguientes
derivados fendlicos: antraquinonas y heterdsidos antracénicos.??

2.5.2.1 Fenoles sencillos

Los fenoles sencillos son poco frecuentes y estan en la planta en forma de

heterésidos. Sus propiedades se comentaran junto con las propiedades de los

acidos fendlicos.??
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Los principales fenoles sencillos son:

e Arbutésido: se encuentra en las hojas de gayuba (Arctostaphylos uva-ursi) y
por hidrélisis produce hidroquinona y glucosa.

e Vainillésido: se obtiene de los frutos de la vainilla (Vainilla fragans). El
vainillésido produce por hidrélisis vainillina y glucosa.

e Salicésido: se encuentra en la corteza de sauce (Salix alba). Cuando se
hidroliza el salicésido libera alcohol salicilico y glucosa.?

2.5.2.2 Acidos fenolicos

Los acidos fendlicos se pueden agrupar en:

e Derivados del acido benzoico, Ce- Ci: acido salicilico, acido galico.

O§ OH O§ OH O§ OH
OH
HO OH
OH
Acido benzoico Acido salicilico Acido galico

Figura 6. Estructura de los acido benzoico.??

* Derivados de acido cinamico: Cs - Cs: &cidos orto y para-cumarico, acido

cafeico.?
| o |
XN OH X
OH
HO
Acido cinamico Acido orto-cumarico
OH HO
1l

/ / OH / OH

O @]

Acido para-cumarico Acido cafeico

Figura 7.Estructura de los acido cinamico.??
2.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
2.6.1 Radicales libres

Los radicales libres se definen como cualquier especie quimica capaz de existir
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de forma independiente y que presenta uno 0 mas electrones desapareados en
su estructura, por lo tanto son altamente reactivos; también son conocidos como
especies reactivas del oxigeno y especies reactivas del nitrégeno. Estos pueden
producir dafio oxidativo en macromoléculas biol6gicas como el DNA, lipidos,
carbohidratos y proteinas. Estos participan en los mecanismos fisiopatol6gicos de
muchas enfermedades, tales como: cancer, diabetes, patologias
cardiovasculares, procesos reumaticos, patologias gastroentéricas, afecciones
broncopulmonares o procesos neurodegenerativos. También estan implicados en
procesos fisiolégicos como el envejecimiento, el dafio causado por el ejercicio
fisico agotador y otros.2

Los radicales libres son sustancias quimicamente estructuradas con uno o varios
electrones, que poseen la propiedad de formar una reaccion en cadena que
conforman mas radicales libres, producto de que sus electrones no estan
pareados y, al no tener carga eléctrica o iones pueden, al unirse con otros
elementos quimicos, reaccionan a grandes velocidades. Los radicales libres estan
clasificados para su estudio como: Especies reactivas de Oxigeno (EROy), y se
determinan como H;O, (peroxido de hidrégeno), 0. (anibn superédxido), RO
(peroxilo), HCIO (acido hipocloroso).?®

2.6.2 Estrés oxidativo

No hay que confundir este mecanismo celular con el estrés cotidiano derivado de
las probleméticas que enfrenta el organismo humano en su vida diaria (trabajo,
familia, tramites, entre otras). El estrés oxidativo es un término asociado a las
células y a la accion de un radical libre que le afecta, asi en condiciones normales
se da un equilibrio entre la produccion de radicales libres u otras especies
reactivas con los mecanismos antioxidantes (exdégeno y enddégeno). Este equilibrio
permite que la toxicidad por oxidaciébn sea menor y con menos dafio celular.
Cuando se rompe el equilibrio, éste se podra asociar con un déficit en el sistema
antioxidante o por la proliferacién descontrolada de los radicales libres.?®

Es un estado generado por el desequilibrio entre la produccién de radicales libres,
especies prooxidantes y la capacidad de un sistema biolégico de detoxificar
rapidamente las especies reactivas intermedias o reparar el dafio resultante. El
estrés oxidativo esta involucrado en el desarrollo de enfermedades crénicas y
degenerativas, como el cancer, artritis, envejecimiento, desordenes autoinmune,

enfermedades cardiovascular y neurodegenerativa.?’
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2.6.3 Antioxidante

El estudio de la capacidad antioxidante de las plantas medicinales y alimenticias
ha crecido en las Ultimas décadas ya que un nimero importante de productos
obtenidos de éstas, como los aceites esenciales, alcaloides y los polifenoles,
poseen efectos antioxidantes los cuales son evidenciados mediante diferentes
ensayos in vitro e in vivo asociadas a cada uno de ellos. Por su elevado consumo
a través de la dieta y la presencia ubicua en muchas especies vegetales, el
potencial de los polifenoles como agentes antioxidantes ha sido el mas estudiado.
Los antioxidantes son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidacién de
otras moléculas inhabilitando la iniciacién y/o propagaciéon de las reacciones en
cadena de los radicales libres. Podemos distinguir dos categorias: sintéticos y
naturales.?

Los primeros son compuestos de estructuras fendlicas con varios grados de
sustitucion alquilica, mientras que los segundos pueden ser: compuestos fenélicos
(tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos nitrogenados
(alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas) o carotenoides.?

Las sustancias conocidas como antioxidantes neutralizan a los radicale libres
uniéndose a sus electrones libres. Entre los antioxidantes que se encuentran en
suplemento estan las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y glutatidon
peroxidasa; las vitaminas A, C y E, el betacaroteno, el micromineral selenio. Los
antioxidantes ayudan a desintoxicar y a proteger el organismo porque destruyen
a los radicales libres.?®

2.6.4 Sistema de defensa antioxidante

Las reacciones de oxidacidbn son esenciales en los procesos metabdlicos
celulares. Dichas reacciones involucran la transferencia de electrones que
producen radicales libres. Esta situacion es incompatible con la vida, a menos que
existan en las células mecanismos de defensa que neutralicen los radicales libres.
A estas defensas se les denomina antioxidantes y se considera como tal a
cualquier sustancia que en concentraciones normales posea una afinidad mayor
que cualquier otra molécula para interaccionar con un radicales libres.?®

Ante un incesante dafio que ejercen los radicales libres en los sistemas vivos la
naturaleza ha brindado diferentes fuentes de proteccion que permiten mediar este
dano. Estos sistemas, de acuerdo a su origen, pueden clasificarse como

enddgenos y exdgenos (Ver figura 8).°
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Figura 8. Clasificacion de los antioxidantes (Craig, 2009)%°

Los sistemas de defensa antioxidante enddgeno consisten en una serie de
elementos bioldgicos que brindan proteccién ante la produccion continua de
radicales libres generados por funciones celulares como la respiracion y sintesis
de ATP a nivel mitocondrial; el sistema antioxidante endoégeno, a su vez, se divide
en enzimatico y no enzimatico. El primero lo constituyen las enzimas
antioxidantes: Superéxido dismutasa, Catalasa, Glutation peroxidasa, glutation
reductasa, glutation s - transferasa, entre los mas importantes. El segundo lo
integran el glutation, la coenzima Q y el acido tiéctico o lipoico.*°El sistema de
defensa antioxidante exogeno se forma por todos los elementos provistos del
medio ambiente (alimentos, plantas, etc.) que han sido sometidos a estudios
cientificos y se les ha identificado actividad antioxidante. Entre los mas estudiados
se encuentran la vitamina E, vitamina C, carotenos y polifenoles.3! Y algunos
elementos, como por ejemplo el selenio, el manganeso o el magnesio, producen
efectos antioxidantes pero no tienen propiedades antioxidantes. Forman parte de
mecanismos de defensa endbégenos pero no sufren alteraciones cuando
desempefian sus funciones.*?

2.6.5 Medicion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede
determinarse por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de
oxidacién controlado. La medicion de una muestra oxidante, pueden usarse
intermediarios o productos finales para valorar la actividad antioxidante.®® La
actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basandose solo

en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos de test vitro
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(tabla 1.) para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de interés; sin

embargo, es necesario considerar que los modelos presenten diferentes

variaciones puede dificultar un poco la comparacion de los resultados entre un

método y otro.

Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para

determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias:

e Ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones (ET) y

e Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrégeno
(HAT)33

Tabla 1. Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro segin su modo de reaccion ET y

HAT .33

ENSAYO CATEGORIA
acido 2,2 azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS™) Ensayos basados en
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) la transferencia de

Poder de reduccién antioxidante del hierro ( FRAP) electrones (ET)

N,N- dimetil-p- fenilendiamina (DMPB)
Capacidad de reduccion antioxidante del cobre (CUPRAC)

Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC) Ensayos basados en

Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP) la transferencia de

Inhibicién de la oxidacion del 4cido linoleico atomos de hidrogeno
(HAT)

Inhibicidn de la oxidacion de los lipidos de baja densidad (LDL)

Los ensayos basados en la transferencia de electrones (ET) involucran una
reaccidén redox con el oxidante como un indicador del punto final de la reaccién.
La mayoria de los ensayos basados en HAT monitorean una reaccién cinética
competitiva, generalmente estdn compuestos de un generador de radical libre
sintético, una prueba molecular oxidable y un antioxidante. Los ensayos basados
en HAT y ET fueron desarrollados para medir la capacidad de atrapar radicales
libres, en lugar de la capacidad preventiva antioxidante de una muestra. En la
figura 9 se muestran las reacciones especificas para los ensayos basados en la
transferencia de electrones y en la transferencia de atomos de hidrégeno.*?

En los dltimos afios se han adoptado un amplio rango de ensayos
espectrofotométricos para medir la capacidad antioxidante de los alimentos,
muestras bioldgicas y extractos vegetales. Usualmente los ensayos antioxidantes

in vitro utilizan un captador de radicales libres y son relativamente sencillos de
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realizar. Entre los ensayos de captacion de radicales libres, el método DPPH es el
mas rapido, es simple (no incluye muchos pasos) y de menor costo en
comparacion con otros modelos. Por otro lado, el ensayo de decoloracién ABTS™
se puede aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Por lo anterior, estos dos

métodos son los mas utilizados.*?

Ensayo ET

oxidante + e proveniente del oxidante + antioxidante
(prueba) antioxidante reducido oxidado
Ensayo HAT

ROO + AH — ROOH + A

A + ROO — ROOA

Figura 9. Mecanismos de reaccién por transferencia de electrones y transferencia de
atomos de hidrogeno.®3

2.6.5.1Ensayo del DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacién de un electrén desapareado sobre la molécula
completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria
de los radicales libres. La deslocalizacion del electron también intensifica el color
violeta intenso tipico del radical, el cual absorbe en etanol a 517 nm. Cuando la
solucién de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un
atomo de hidrégeno como se muestra en la figura 7, el color violeta se desvanece.
El cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para
la determinacion de los parametros para las propiedades antioxidantes. Después
de aproximadamente tres décadas este ensayo comenzé a utilizarse

rutinariamente para la caracterizacion de las propiedades antioxidantes. 12

Q A

\\NLO- N+—O_
% @ B NH-N

N N—N P AH — ) +A
O// o)
N=0 N=0

o B o

(DPPH- radical libre)  (Morado) (DPPH- no radical (Amarillo)

Figura 10. Estructura del DPPH antes y después de la reaccidn con el antioxidante
Fuente: Parimelazhagan T. Pharmacological assays of plant-based natural products. 2015

Los resultados del ensayo DPPH se han presentado de diferentes maneras. La

mayoria de los estudios expresan los resultados como el valor de la concentracién
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méxima de la media inhibitoria (Clso), definido como la cantidad de antioxidante
necesario para disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%. Este valor se
calcula graficando el porcentaje de inhibiciébn contra la concentracion del
extracto.!?

2.6.5.2Ensayo ABTS** (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6sulfonico)
La técnica mejorada para la generacién del radical cation ABTS**, implica la
produccion directa del cromo6foro ABTS** verde-azul a través de la reaccion entre
ABTS y el persulfato de potasio (K;S:0s). Este presenta tres maximos de
absorcion a las longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm. La adicion de
grado de decoloraciébn como porcentaje de inhibiciéon del radical cation ABTS**
esta determinado en funcién de la concentracion y el tiempo; asi como del valor

correspondiente usando el Trolox como estandar, bajo las mismas condiciones. 2

s SO5 + Antioxidante
T
N
CoHs
ABTS™ (verde- azul) s SO5’
O3S s /Nw
T

N
CoHs

ABTS (incoloro)

Figura 11. Estructura del ABTS™ antes y después de la reaccion con el antioxidante.
Fuente: Parimelazhagan T. Pharmacological assays of plant-based natural products. 2015.
2.6.5.3Ensayo FRAP (reduccidon de energia antioxidante férrica)

El ensayo FRAP fue desarrollado originalmente por Benzie y Strain, para medir el
poder reductor en muestras de plasma, sin embargo, también se ha adaptado y
utilizado para el ensayo de antioxidantes en productos botanicos. La reaccién
mide la reduccion del complejo férrico-2,4,6,tripiridil-s-triazina (TPTZ), en la cual
el hierro férrico (Fe® - TPTZ) se reduce a ién ferroso a bajo pH, causando la
formacion de un complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado (Fe?* - TPTZ), que

absorbe a una longitud de onda de 593 nm.3*
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antioxidante

Fe(lll)

A0 TeAdo

13 o
Fe™-TPTZ +antioxidante reductor ~—— {g*2.TpTZ (azul intenso a 593 nm)

Q@%@ 9%%@

Figura 12. Mecanismo de reaccion en el ensayo FRAP.

Fuente: Parimelazhagan T. Pharmacological assays of plant-based natural products. 2015.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de

Farmacognosia, de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la

Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional San Cristobal de

Huamanga durante los meses de mayo de 2017 a septiembre de 2017.

3.2 Definicién de poblacion y muestra

a. Poblacion

Hojas de tres especies del género Senecio: Senecio adenophylloides Sch. Bip,

Senecio graveolens Weed y Senecio collinus DC.

b. Muestra

Un kilogramo de las hojas de las tres especies del género Senecio, cantidad de

que se recolectd en horas de la mafiana en el mes de marzo, realizando muestreo

por conveniencia.

Las tres especies son:

e Senecio collinus DC, recolectadas en el centro poblado de San Felipe, distrito
de Pilpichaca, provincia de Huaytara, departamento de Huancavelica por Juana
Paucar en marzo de 2017.

e Senecio adenophylloides Sch. Bip, recolectadas en el centro poblado de San
Felipe, distrito de Pilpichaca, provincia de Huaytara, departamento de
Huancavelica por Hada Vargas en marzo de 2017.

e Senecio graveolens Weed, recolectadas en el centro poblado de Kimsacruz,
distrito de Chuschi, provincia de Cangallo, departamento de Ayacucho. por
Hada Vargas en marzo de 2017.

Unidad de analisis

Cinco gramos de muestra seca obtenida de las tres especies del género Senecio.

3.3 Metodologiay recoleccién de datos

3.3.1 Recoleccion e identificacién de la muestra vegetal

Las hojas de las especies Senecio. adenophylloides Sch. Bip., Senecio graveolens
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Weed y Senecio collinus DC. fueron recolectadas, seleccionadas, lavadas y
envueltas en papel kraft para su secado a temperatura ambiente por siete dias en
una habitaciébn oscura, luego se procedi6 a triturarlo en una licuadora
obteniéndose un polvo fino, y se guardé en un frasco de boca ancha color ambar
debidamente rotulado para ser conservado a temperatura ambiente.

La clasificacién taxonémica de la planta (hojas, tallo, flor, raiz), fue realizada por
la Blga. Laura Aucasime Medina, de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Arthur
Cronquist et al., 1981. (Anexo 1, 2,3).

3.3.2 Preparaciéon de las muestras

Cinco gramos secos de las hojas de las especies del género Senecio fueron
sometidos a extraccion con etanol al 80% en un equipo de Soxhlet. Se colocaron
las muestras secas en un filtro de tela poroso, el filtro se colocé en el cartucho de
extraccion y en el balon el solvente (etanol al 80%). Se dejé trabajar el equipo
Soxhlet hasta agotamiento, el extracto obtenido pasa por rotoevaporacion
(rotavapor BUCHI R300) recuperando parte del etanol 80% utilizado, luego las
muestras concentradas fueron llevadas a una estufa Memmert a 40°C hasta
sequedad, y finalmente envasado para su conservacion y refrigeracion hasta su
posterior uso. (Ver anexo 5,6).

3.4 Identificacion de fenoles y flavonoides

Los extractos secos obtenidos anteriormente fueron disueltos con alcohol etilico
96° bidestilado en tubos de ensayos, para la identificacion de fenoles y flavonoides
con reactivo Cloruro férrico al 5% y ensayo de Shinoda, respectivamente. (Ver
anexo 8,9).

3.5 Determinacion del contenido de fenoles totales

a. Fundamento

Se utiliz6 el método de Folin ciocaulteu descrito por Makkar.®

El ensayo Folin ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fenélicos
reaccionan con el reactivo de Folin ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una
coloracién azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 760
nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sodico
en Acido fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la
muestra. El acido fosfomolibdo tungstico (formado por las dos sales en el medio
acido) de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un

complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar
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el contenido en polifenoles.*?

b. Procedimiento

Se prepar6 una curva de calibracion utilizando acido galico como patron de
cuantificacion en un rango de concentracion de 10-50 pg/mL (ver anexos 15,16).%
Se tomaron alicuotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1 mL de una mezcla formada por
solucién stock 50 pg/mL de acido galico y se completaron a 1 mL con agua
bidestilada. Posteriormente se adicion6 0,5 mL de reactivo Folin ciocaulteu (1:10
vIv), la mezcla se homogenizo y se incubo por 5 minutos en un ambiente oscuro.
Luego se adicion6 2,5 mL de una disolucion de carbonato de sodio (Na,COs) 5%,
para luego homogenizar la mezcla y dejar reposar durante 40 minutos a
temperatura ambiente, protegida de la luz. Finalmente, se procedié a medir la
absorbancia a 760 nm de la mezcla anterior con un espectrofotometro Genesys 6
UVv.

A partir de los extractos que se obtuvieron de las hojas de las tres especies del
género Senecio, se tomaron 50 pL de las muestras para utilizar el mismo
procedimiento y condiciones descritos con anterioridad.

Las muestras fueron analizadas por triplicado y los resultados se expresaron como
mg equivalente de acido gélico por cada g de droga seca; los valores se presentan
como la media de los analisis realizados por triplicado * desviacion estandar (DE).
3.6 Determinacion del contenido de flavonoides totales

a. Fundamento

Este método segun Zhishen y col., se basa en la reaccion de los grupos OH de
los flavonoides y el aluminio (Al** ) formando un complejo rosado que se mide en
el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 510 nm.*®

b. Procedimiento

Se prepar6 una curva de calibracion utilizando quercetina como patron de
cuantificacion en un rango de concentracién de 40 - 200 pg/mL (ver anexos
18,19).%. Se tomaron alicuotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1 mL de una mezcla formada
por solucién stock 200 ug/mL de quercetina y se completaron a 1 mL con agua
bidestilada. Posteriormente se adicionaron 150 pL de reactivo nitrito de sodio al
5% (NaNOy), se homogenizé la mezcla y se dejé incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente, protegido de la luz y se agregé 150 pL de cloruro de
aluminio 10% (AICIs), para luego homogenizar la mezcla e incubarla durante 40
minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz. Finalmente, se adicioné 2

mL hidroxido de sodio 4% (NaOH), se homogenizé y se completé con agua
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bidestilada a 5 mL la mezcla se dejo en reposo durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se realizaron lecturas directas de absorbancia a 510 nm de la mezcla
anterior con un espectrofotometro UV-visible.

A partir de los extractos que se obtuvieron de las hojas de las tres especies del
género Senecio, se tomaron 500 pL de las muestras para utilizar el mismo
procedimiento y condiciones descritos con anterioridad.

Las muestras fueron analizadas por triplicado y los resultados se expresaron como
mg equivalente de quercetina por cada g de droga seca; los valores se presentan
como la media de los analisis realizados por triplicado + desviacion estandar (DE).
3.7 Determinacion de la actividad antioxidante in vitro

3.7.1 Ensayo del DPPH segun (Brand Willians y col,1995)

a. Fundamento

Se basa en decoloracion del radical DPPH por la presencia de antioxidantes. El
radical DPPH es un compuesto sdlido de color purpura y presenta un electrén
desapareado, cuando este radical libre se estabiliza frente a un antioxidante se
decolora hasta quedar de color amarillo pélido. La disminucién de la absorbancia
a 517 nm es directamente proporcional a la capacidad antioxidante. La
determinacion de la actividad antioxidante de los diferentes extractos vegetales se
llevd a cabo de acuerdo al método Brand - Willians y Col.®®, con ligeras
modificaciones descrita por Chilquillo y Col.*®, cada ensayo se realiz6 por
triplicado.

b. Procedimiento:

Se prepar6 en una fiola completamente cubierto con papel de aluminio la solucién
stock de DPPH 20 mg/L en etanol destilado para evitar su rapida degradacion.®
Posteriormente, se tomé un pequefio volumen de solucién anterior y se diluyo con
etanol destilado hasta alcanzar una absorbancia 0,5 + 0,02 a 517nm. Se preparé
una curva de calibracion utilizando Trolox como patr6n de cuantificacion en un
rango de concentraciones de 1,251 — 10.012 pug/mL. (Ver anexos 21,22).

Luego, se procedi6é a adicionar en un tubo de ensayo 1.5 mL de la disolucion de
DPPH y se adicion6 0.75 mL de solucion patron Trolox. Inmediatamente, la mezcla
se homogenizé y se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente y protegido de
la luz. Finalmente, se procedié a medir la absorbancia de las muestras a 517 nm
en un espectrofotometro UV-visible. Esta medicion se realizé contra un blanco, en
el cual se sustituy6 el volumen de DPPH por etanol destilado. También, se prepar6

un control con 1.5 mL de la disoluciéon de DPPH y 0.75 mL de etanol destilado. El

28



blanco utilizado para el control fue solo etanol.

Para realizar el andlisis de las muestras, se procedié a reconstituir cada extracto
con etanol destilado a una concentracion de 10 mg/mL. Luego, se preparé una
bateria de concentraciones de 5, 10, 50 ug/mL (Anexo 27). Posteriormente, cada
concentracion fue sometida al mismo tratamiento que los compuestos de
referencia. Los ensayos fueron realizados por triplicado.

c. Célculo del porcentaje de actividad antioxidante

La evaluacion de la capacidad antioxidante se expresdé como porcentaje y se
determiné de acuerdo a la siguiente formula:33

(A muestra — A blanco) x100

% AA = 100 —
4 A control

%AA: porcentaje de actividad antioxidante

A muestra: absorbancia de las muestras

A control: absorbancia del control

A blanco: absorbancia del blanco de las muestras
Una vez que se determine el valor de porcentaje de actividad antioxidante de cada
una de las concentraciones, se procedio a realizar una regresion lineal con dichos
valores, de tal manera que se obtuvo la siguiente ecuacion: y = mx + b, para
calcular el Clsp se debe reemplazar el valor correspondiente al 50% de inhibicién
del DPPH en el eje “Y” y en el eje “X” la concentracion del antioxidante necesaria
para inhibir en un 50% el DPPH?, y posteriormente se determiné la Actividad
Equivalente de Trolox (TEAC).*’

IC50 DEL Trolox (umol/mL)
IC50 de la muestra (g/mL)

3.8 Ensayo de captacion del radical ABTS™ segln (Rey col.,1999)

TEAC =

a. Fundamento

El radical catidonico ABTS™ es un croméforo que absorbe a una longitud de onda
de 732 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2’-azino-bis-
(3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) con persulfato de potasio, las
mediciones se realiz6 a una longitud de onda de 732 nm.

La determinacion de la actividad antioxidante de los diferentes extractos vegetales
se llevo a cabo de acuerdo al método de captacion del radical ABTS™ establecida
por Re y col., cada ensayo se realizé por triplicado.®®

b. Procedimiento

Se prepararon varias soluciones antes de empezar con el protocolo:
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e Soluciéon ABTS 7 mM: se pes6 0,0776 g del reactivo ABTS y se disolvié en un
matraz de 10 mL con agua bidestilada.
e Solucion K;S,052,45 mM: se pes6 0,0132 g K;S,0sy se disolvié en un matraz
de 10 mL con agua bidestilada.?
Se realiz6 el ensayo ABTS™, para lo cual se preparé una mezcla compuesta por
ABTS 7,0 mM vy persulfato de potasio 2,45 mM) disueltos en 20 mL de agua
bidestilada, la cual se dejo reposar a temperatura ambiente (+ 25°C) durante 14-
16 horas en condiciones de oscuridad. Posteriormente, se tomé un pequefio
volumen de la solucién anterior ABTS™ y se diluyé con etanol destilado hasta
alcanzar una absorbancia inicial de 0,70 £ 0,02 a 732 nm. Se prepard una curva
de calibracién utilizando Trolox como patrén de cuantificacién en una rango de
concentracion de 5,006 — 25,029 pug/mL. (Ver anexos 23,24).
Luego de formar el radical cation ABTS™, se tomaron 1900 uL del reactivo cation
radical ABTS™ y se adicionaron 100 pL de las soluciones patron de Trolox. La
mezcla se dejé reposar durante 7 minutos a una temperatura ambiente. Se
realizaron lecturas directas de absorbancia a las mezclas a 732 nm con un
espectrofotbmetro UV-visible, los ensayos se realizaron por triplicado.
Para realizar el andlisis de las muestras, se procedié a reconstituir cada extracto
con etanol destilado a una concentracion de 10 mg/mL. Luego, se prepar0 una
bateria de concentraciones de 5, 50,100 ug/mL (Anexo 28). Posteriormente, cada
concentracion fue sometida al mismo tratamiento y condiciones que los
compuestos de referencia. Los ensayos fueron realizados por triplicado.
c. Calculo del porcentaje de actividad antioxidante
La evaluacion de la capacidad antioxidante se expres6é como porcentaje y se
determiné de acuerdo a la siguiente formula:*?

(A muestra — A blanco) x100

% AA = 100 —
% A control

%AA: porcentaje de actividad antioxidante

A muestra: absorbancia de las muestras

A control: absorbancia del control

A blanco: absorbancia del blanco de las muestras
Una vez que se determine el valor de porcentaje de actividad antioxidante de cada
una de las concentraciones, se procedi6 a realizar una regresion lineal con dichos
valores, de tal manera que se obtuvo la siguiente ecuacién: y = mx + b, para

calcular el Clsp se debe reemplazar el valor correspondiente al 50% de inhibicién
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del ABTS en el eje “Y” y en el eje “X” la concentracion del antioxidante necesaria
para inhibir en un 50% el ABTS?, y posteriormente se determiné la Actividad
Equivalente de Trolox (TEAC).*’

IC50 DEL Trolox (umol/mL)
IC50 de la muestra (g/mL)

3.9 Ensayo de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

TEAC =

a. Fundamento

El mecanismo del FRAP es de transferencia de electrones, a diferencia de otros

métodos donde se produce captura de radicales libres. Se llevo a cabo segun el

método de Benzie y Strain®® y adaptado por Szollosi y Varga®. Este método se

basa en la reducciéon del complejo férrico-2,4,6,tripiridil-s-triazina (TPTZ), en la

cual el hierro férrico (Fe**-TPTZ) se reduce a ién ferroso a bajo pH, causando la

formacion de un complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado (Fe?-TPTZ) por

accion de los compuestos antioxidantes, dando un color azul que absorbe a 593

nm, cuya intensidad esta en relacién directa con la capacidad reductora de la

muestra analizada.*

b. Procedimiento

Se prepararon varias soluciones antes de empezar con el protocolo:

e Se preparé el buffer acido acético acetato de sodio 0,3 mM (pH 3.6)

e Solucion de &cido clorhidrico (HCI) 40 mM: se diluy6 535 L de HCI (37%) en
100 mL de agua bidestilada.

e Solucion TPTZ 10 mM: se pes6 0,0312 g del reactivo TPTZ y disolvié en un
matraz de 10 mL con HCI 40 mM.

e Solucion FeCls;-6H,0 20 mM: se disolvié 0,1352 g de NaOH 4%: 2 g de FeCls-
6H,0 en 25 mL de agua bidestilada.?

Para el ensayo FRAP se prepard un buffer acetato de sodio 0,

3 mM pH 3.6; TPTZ en concentracién de 10 m disuelto en una solucién de HCL

40 mM y FeCl3;-6H20 20 mM. El complejo férrico fue preparado mezclando las

siguientes cantidades: 25 mL de buffer acetato de sodio; 2,5 ml de solucion TPTZ

y 2,5 ml de solucién FeCls-6H,0, esta solucién de trabajo se debera preparar

diariamente.

Se prepard una curva de calibracion utilizado Trolox como patrén de cuantificacién

en un rango de concentracion de 5,006 — 25,029 pg/mL. (Ver anexos 25,26).

Finalmente se coloc6 en un tubo de ensayo 1 mL del reactivo FRAP con 0.050 mL

de solucion patron Trolox y se agreg6é 0.950 mL de agua bidestilada. Luego se
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agitod y se llevo a bafio maria a 37°C durante 30 minutos. Se realizaron lecturas
directas de absorbancia a las mezclas a 593 nm con un espectrofotometro UV-
visible después de 4 minutos, los ensayos se realizaron por triplicado.®

Para realizar el analisis de las muestras, se procedié a reconstituir cada extracto
con etanol destilado a una concentracion de 10 mg/mL. Luego, se prepard una
bateria de concentraciones de 0,5; 1 y 5 yg/mL (Anexo 29). Posteriormente, cada
concentracion fue sometida al mismo tratamiento y condiciones que los
compuestos de referencia. Los ensayos fueron realizados por triplicado.

c. Célculo del porcentaje de actividad antioxidante

La evaluacion de la capacidad antioxidante se expresé como porcentaje y se

determiné de acuerdo a la siguiente formula:3

(A muestra — A blanco) x100

% AA = 100 —
% A control

%AA: porcentaje de actividad antioxidante

A muestra: absorbancia de las muestras

A control: absorbancia del control

A blanco: absorbancia del blanco de las muestras
Una vez que se determine el valor de porcentaje de actividad antioxidante de cada
una de las concentraciones, se procedié a realizar una regresion lineal con dichos
valores, de tal manera que se obtuvo la siguiente ecuacién: y = mx + b, para
calcular el Clso se debe reemplazar el valor correspondiente al 50% de inhibicion
del poder reductor del FRAC en el eje “Y” y en el eje “X” la concentracién del
antioxidante necesaria para inhibir en un 50% el FRAP?, y posteriormente se
determiné la Actividad Equivalente de Trolox (TEAC).*’

IC50 DEL Trolox (umol/mL)
IC50 de la muestra (g/mL)

TEAC =

a. Andlisis de datos

Los datos que se obtuvieron de la evaluacion de los estudiados fueron procesados
en una base de datos con el paquete estadistico SPSS 23. Se determinaron en
forma de medias y desviacién estandar, y se representaron mediante barras de
error. Se realiz6 analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia al 95%
en sus medidas y varianzas, asi mismo se hizo la prueba de comparaciones
multiples de Tukey para ver similitudes o diferencias entre las medias de los

grupos con un nivel de significancia al 95%.
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V. RESULTADO
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Tabla 2. Presencia de compuestos fendlicos en las hojas de las tres especies del

género senecio

Ensayo

S. adenophylloides S. graveolens S.

Especies

collinus Observaciones

Sch. Bip Weed DC.
Reaccion de +++ +++ +++ Coloracion verde
Cloruro férrico oscuro intenso
(FeCls)
Reaccion de ++ + ++ Coloracion
Shinoda naranja a rojo

ladrillo

LEYENDA:
) : Ausencia
(+) : Trazas
(++)  : Positivo

(+++) : Abundante
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Tabla 3: Contenido de fenoles totales y flavonoides totales en las hojas de las tres

especies del género Senecio.

Muestra Contenido de fenoles Contenido de flavonoides
totales® + D.E totalesB+ D.E
Senecio adenophylloides Sch. Bip. 63,07 + 0,252 64,15 + 1,992
Senecio graveolens Weed 40,55 + 1,01° 27,42 +1,55°
Senecio collinus DC. 30,47 + 0,45°¢ 26,20 + 0,34°

D.E: desviacion estandar

Amg de acido galico/ g de muestra (mg de EAG/g de muestra seca).

Bmg de quercetina/ g de muestra (mg de EQ/g de muestra seca).

Los valores representan la media de tres repeticiones * la desviacion estandar.

Distintas letras simbolizan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Los datos

representan el promedio + DE de al menos, n=3.
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Tabla 4: Actividad antioxidante de las tres especies del género Senecio.

Muestra Concentracion % AADPPH + Concentracion % AA ABTS + Concentracion % poder reductor
(ng/mL) D.E (ng/mL) D.E (ng/mL) del Hierro (FRAP) £ D.E
S. adenophylloides 5 37,32 +0,89" 5 25,90 + 0,31¢ 0,5 9,31 +0,91
Sch. Bip. 10 42,11 £ 0,78¢ 50 75,23+ 0,12 1 32,79 + 0,849
50 61,94 + 0,57 100 98,54 + 0,14 5 45,75 + 0,63
S. graveolens 5 35,52 +0,39" 5 16,16 + 0,26" 0,5 5,49 +0,37"
Weed 10 40,72 £ 0,439 50 57,54 + 0,28 1 19,47 + 0,709
50 57,15+ 0,17 100 95,19 + 0,28 5 30,47 £ 0,23¢
S. collinus DC. 5 39,37 + 1,46" 5 11,80 +0,07" 0,5 5,44 +0,73"
10 43,47 £ 0,349 50 46,73 + 0,659 1 24,61 + 0,199
50 53,0 + 0,33 100 89,26 + 0,34 5 48,34 + 0,73
1,25 36,45 + 0,55° 5,06 29,28 + 2,26° 5,06 23,50 + 2,82¢
2,50 44,58 + 0,124 10,01 42,28 +5,12¢ 10,01 39,55 + 6,21¢
Trolox 5,00 59,58 * 4,13°¢ 15,01 58,71 £5,12°¢ 15,01 64,92 + 8,07°¢
7,50 75,83 + 0,36° 20,02 74,28 +0,86° 20,02 77,61 +9,02°
10,0 96,04 + 0,20 25,02 89,42 + 0,002 25,02 94,02 + 8,90

D.E: desviacion estandar

Distintas letras simbolizan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Los datos representan el promedio + DE de al menos, n=3.
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Tabla 5. Concentracion inhibitoria 50 (Clsg) de las hojas de las tres especies del

género Senecio. Ayacucho 2017.

Muestra

Senecio adenophylloides Sch. Bip.

Senecio graveolens Weed

Senecio collinus DC.

Trolox

D.E: + desviacidn estandar

DPPH
Clso(g/mL)
27,22 +0,15°
33,86 +0,16°

38,11 +0,84°

3,39 +£0,122

ABTS
Clso(pg/mL)
29,85 +0,12¢
44,08 = 0,02°

52,56 + 0,03°

12,12 £ 0,872

FRAP

Clso(pg/mL)
5,49 + 0,044
7,85 £ 0,03°

6,23 +0,07°

1,09 + 0,032

Los valores representan la media de tres repeticiones + la desviacion estandar de al

menos, n=3. Distintas letras simbolizan diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05).
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Tabla 6. Capacidad antioxidante equivalentes de Trolox de las hojas de las tres

especies del género Senecio a diferentes concentraciones. Ayacucho
2017.

Muestra DPPH ABTS FRAP

TEAC 2 (umol/g) TEAC? (umol/g) TEAC? (umol/g)
Senecio adenophylloides 498,07 + 2,99 1608,32 + 6,48 789,02 + 6,30
Sch. Bip

Senecio graveolens Weed 398,76 £+ 1,91 1089,05 + 0,52 549,23 +1,94

Senecio collinus DC. 355,70 + 9,7 913,24 + 0,41 694,91 + 0,78

a Capacidad antioxidante equivalentes deTrolox, Los valores representan la media de

tres repeticiones = la desviacion estandar.
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V. DISCUSION

En la tabla 2, se muestran los resultados del ensayo para flavonoides y fenoles
para Senecio adenophylloides Sch. Bip., Senecio graveolens Weed y Senecio
collinus DC., en donde muestra que el S. adenophylloides Sch. Bip. tiene mayor
contenido de flavonoides y fenoles. Lock de Ugaz?' sefiala que una coloracién
rosa indica la presencia de flavonas y flavonoles, también sefiala que una
coloracién verde negro indica la presencia de compuestos fendlicos.

No existen reportes de la presencia de flavonoides y fenoles totales en las
especies Senecio adenophylloides Sch. Bip. y Senecio collinus DC. Pero si existe
reporte en otras especies del género Senecio. Soriano y col.*®, realizaron el
estudio de flavonoides en Senecio culcitoides utilizando técnicas cromatograficas
y espectroscopicas en UV-visible, reportando flavonoides de nucleo flavanona
(5,7-dihidroxi-4’,6’,8-trimetoxiflavanonona; 3’,5’-dihidroxi-4-metoxi-7-O-
mannoglucosil-flavanona) y una chalcona (5,4- dihidroxi-chalcona). Yang y col.°,
en una investigacion sobre los compuestos quimicos y las propiedades
farmacoldgicas en mas de 1500 plantas del género Senecio, reportan en las partes
aéreas de Senecio argunensis la presencia de quercetina, isorhamnetina,
kaempferol y sus derivados glicosilados, en las hojas de Senecio cineraria la
presencia de dihidroquercetina, apigenina, luteolina y quercetina, en las partes
aéreas de Senecio visosissimus la presencia de kumatacenina, isokampferide,
paquipodol y metil — isorhamnetina, en Senecio pseudotites derivados glicosilados
de una chalcona la okanina y en las hojas de Senecio mikanoides la presencia de
las xantonas mangiferina, tripterosido y la muraxantona. Chiquillo y Cervantes®®,
también reportan la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos en el
extracto de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira — vira”. Azzahra y
col.** reportan la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides vy
proantocianidinas en Senecio anteuphorbium. Asimismo, Albayrak y col.8, también
Reportan la presencia de compuestos fendlicos en Senecio fluviatilis, Senecio

nemorensis, Senecio pseudos — orientalis y en Senecio racemosus. Apumayta
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J.*2 report6 la presencia de taninos y saponinas en mayor proporcién; asi mismo,
destaca la presencia de azucares reductores, flavonoides y glicésidos en menores
proporciones.

En la Tabla 3, se observan los resultados de la cuantificacion del contenido
de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Se realiz6 la curva de
calibracién del acido galico, con un coeficiente de correlacién de 0,9995 (anexo
totales 16); la cual permiti6 determinar el contenido de fenoles totales de las tres
especies del género Senecio, el S. adenophylloides Sch. Bip. es la que mayor
contenido de fenoles totales posee (60,07 + 0,25 mg EGA /g droga seca), seguido
S. graveolens Weed (40,55 £ 1,01 mg EGA/g droga seca) y S. collinus DC. (30,047
+ 0,45 mg EGA /g droga seca) respectivamente. El andlisis estadistico demuestra
gue hay diferencias estadisticas (p<0,05) en el contenido de fenoles totales de las
tres especies del género Senecio. (Ver anexo 30).

Albayrak. y col.®, reportaron el contenido de fenoles de cuatro especies del género
Senecio recolectados en Turquia: S. racemosus (139,43 + 1,5 mg GAE/g extracto),
S. nemorensis (136,05 + 4,6 mg GAE/g extracto), S. fluviatilis (60,65 + 1,5 mg
GAE/g extracto), y S. pseudo orientalis (32,25 = 0,0 mg GAE/g extracto)
respectivamente, reportando que la especie S. racemosus, es la que contiene
mayor cantidad de fenoles totales que las demas especies de Senecio. Gonzélez
y col.*3, reportaron el contenido de fenoles totales del S. patagonicus de dos
ciudades de Patagonia chilena, el del Parque Nacional Pali Aike (PANP) mostro
valores mas altos que las plantas del jardin botanico Carl Skottsberg (CSBG).
Azzahra y col.*!, también reportaron el contenido total de fenoles de S.
anteuphorbium por extraccion metandlica obtenida por extraccién soxhlet (21,53
+ 1,03 mg GAE/g extracto); maceracion con metanol (6,92 + 0,26 mg GAE/g
extracto); decoccién (14,56 + 0,95 mg GAE/g extracto) y por maceracion acuosa
(2,46 £ 0,11 mg GAE/g extracto), obteniendo valores altos de contenido de fenoles
totales por extraccion soxhlet.

En nuestro estudio, observamos que el contenido de fenoles totales estan
influenciados o sufre alguna variacion por la técnica de extraccién, uso de
solvente, tiempo de sonicacion, cantidad de reactivo y muestra utilizado, tiempo
de incubacidn, estrés abidtico, etc. aplicado en las diferentes determinaciones del
contenido de fenoles totales, por estas posibles influencias reportamos bajo
contenido de fenoles totales.Khang y col.*4, sefialan que los compuestos fenélicos

totales se producen naturalmente durante el crecimiento y desarrollo de las
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plantas para proteger ellos mismos de tensiones bidticas como enfermedades,
insectos y estrés ambiental.

En la Tabla 3, se observan los resultados de la cuantificacion del contenido de
flavonoides totales de las tres especies del género Senecio fueron: S.
adenophylloides Sch. Bip. (64,14 = 1,99 mg de QE/g droga seca), S. graveolens
Weed. (27,422 + 1,55 mg de QE/g droga seca) y S. collinus DC. (26,20 + 0,34 mg
de QE/g droga seca) respectivamente. Se realiz6 la curva de calibracion de
guercetina, con un coeficiente de correlacion de 0,9964 (anexo 19); la cual permitio
determinar el contenido de flavonoides totales. La especie S. adenophylloides
Sch. Bip. mostré6 mayor de contenido de flavonoides totales y S. collinus DC. fue
la que mostré menor contenido de flavonoides totales. La cantidad de flavonoides
totales (mgQE/g) es estadisticamente similar corroborado por las pruebas
estadisticas correspondientes (p>0.05) entre S. graveolens Weed y S. collinus DC.
(Anexo 30).

Existen estudios de cuantificacion de flavonoides de S. nutans Sch. Bip. Sinénimo
S. graveolens Weed (chachacoma), donde Parra y col.*® reportaron que el
contenido de flavonoides en el extracto forma alrededor del 72% de su contenido
total. Esta planta tenia un contenido de polifenoles totales mas alto (20.58 + 0.59
mg GAE / g droga seca) en comparacion con otras plantas andinas mencionados
por Chirinos y col.*®, algunas de las especies nativas del Perli mencionados por
Doroteo y col.*” y el S. graveolens Weed (=S. nutans Sch. Bip.) estudiado.
Azzahra y col.*!, también reportaron el contenido de flavonoides totales de S.
anteuphorbium por cuatro tipos de extraccion: metandlica obtenida por extraccion
soxhlet (26,59 % 0,24 mg QE/g extracto); maceracion con metanol (13,51 + 0,37
mg QE/g extracto); decoccion (13,51 + 0,55 mg QE/g extracto) y por maceracion
acuosa (6,52 + 0,09 mg QE/g extracto), reportaron que la extraccion por soxhlet
mostro mayor contenido de flavonoides totales. En nuestro estudio la especie S.
S. graveolens Weed y S. collinus DC. mostraron casi una similitud en el contenido
de flavonoides con el S. anteuphorbium, utilizando el mismo método de extraccién
soxhlet. Por ello determinamos que la extraccion de flavonoides totales depende
del tipo de extraccién, metodologia usada, tiempo de sonicacién, tiempo de
incubacién, longitud de onda, cantidad de muestra y etc.

Tang y col.®®, sefialan que los flavonoides estan involucrados en la proteccion
contra el estrés (oxidativo y por temperatura), desarrollo temprano de la planta y

proteccién contra insectos y los mamiferos herbivoro.
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Shalaby y col.*® menciona que el DPPH es un método simple, rapido y econémico
para estudiar los perfiles de capacidad antioxidante de extractos de plantas,
alimentos, etc .Se puede usar para muestras soélidas o liquidas y no es especifico
de ningun componente antioxidante en particular.

En la Tabla 4, se observan los resultados de actividad antioxidante de las tres
especies del género Senecio por el método de decoloracién del radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH) expresados en porcentaje, observandose una relacion
directa entre la concentracion y la capacidad antioxidante. Se realiz6 la curva de
calibracién con Trolox para el ensayo DPPH, con un coeficiente de correlacion de
0,9959 (anexo 22); a partir de las cuales fue posible expresar la actividad
antioxidante de las tres especies de Senecio. En nuestro estudio, se trabaj6 a
concentraciones de 5, 10 y 50 pg/mL obteniendo los siguientes datos 37,32%,
42,11% y 61,94% (S. adenophylloides Sch. Bip.); 35,52%, 40,72% y 57,15% (S.
graveolens Weed) 39,37, 43,47% y 53% (S. collinus DC.) respectivamente. En
nuestra estudio la especie S. adenophylloides Sch. Bip. mostré6 mayor actividad
antioxidante debido a que presentaron mayor cantidad de fenoles y flavonoides,
las cuales son responsables del secuestramiento del radial libre DPPH. El andlisis
estadistico demostré que existen diferencia significativa (p<0,05) entre las tres
especies (ver anexo 29). No existe referencia alguna de porcentaje de actividad
antioxidante de las tres especies que estamos estudiando con el ensayo DPPH,
se reporta estudio de otras especies del género Senecio de diferentes partes del
mundo.

En la tabla 5, se determinan el Clso donde a menor concentracion inhibitoria 50
(Clso) mayor capacidad antioxidante?, los resultados obtenidos: Clso para S.
adenophylloides Sch. Bip. es 27,22 £ 0,15 pg/mL, S. graveolens Weed es 33,86 +
0,16 pg/mL y S. collinus DC. es 38,11 + 0,84 pg/mL, se consideran el S.
adenophylloides Sch. Bip como especie con alto potencial antioxidante.

Albayrak y col.8, reportaron que las cuatro especies del género Senecio
estudiados: S. nemorensis, S. racemosus S. fluviatilis, S. pseudo-orientalis,
muestra un potente actividad antioxidante con un Clsp entre 25,40 y 70,80 pg/mL
usando la metodologia del DPPH. En nuestro estudio resultados nos indican que
el S. adenophylloides Sch. Bip. posee un Clsp de 27,22 ug/mL, S. graveolens Weed
posee Clso de 33,97 ug/mL y S. collinus DC. un Clso de 38,70 ug/mL, las cuales se
encuentran dentro de este rango pudiendo considerarse también como especies

con alto potencial antioxidante. Chilquillo y Cervantes®, reportaron que el Senecio
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canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” presenté un valor de ICso de 62,95
png/ mL, indicando que un valor bajo del Clso significa una mayor actividad
antioxidante. A partir de los resultados mostrados de las tres especies del género
Senecio se concluye que el S. adenophylloides Sch. Bip posee una mejor y
potente actividad antioxidante. (Ver tabla 5). Singh y col.*°, También reportaron el
Clso del aceite esencial de S. Amplexicaulis Kunth a concentraciones de 20-100
ug/mL, el 50% de inhibicién del DPPH fue 81,61 ug/mL a 100 ug/mL y su
porcentaje de capacidad antioxidante fue 59%, en la tabla 4 observamos que el S.
adenophylloides Sch. Bip. a una concentracién de 50 ug/mL obtuvo un porcentaje
de capacidad antioxidante de 61,945%.

Asimismo en la tabla 6, se observan los valores de actividad equivalente de Trolox
(TEAC) las cuales fueron: S. adenophylloides Sch. Bip. (498,07 + 2,99 umol/g
muestra seca); S. graveolens Weed (398,7 + 1,91 umol/g muestra seca) y S.
collinus DC (355,70 = 9,7 umol/g muestra seca) respectivamente.

Se recomienda que se debe realizar al menos dos métodos diferentes para la
determinacion de la actividad antioxidante de muestras vegetales, por ello se
realiz6 el ensayo de ABTS y FRAP.

Shalaby y col.*® menciona que el ABTS ha sido utilizado para examinar la
capacidad relativa de captacion de radicales de flavonoides y fenoles. EI ABTS es
soluble en disolventes acuosos y organicos y es una mejor opcién que DPPH y
mas sensible que DPPH. Desventaja el precio del reactivo ABTS es alto.

En la Tabla 4, se observan los resultados de la actividad antioxidante de las tres
especies del géneros Senecio por el método de decoloracion del radical 4cido
2,2’',azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS). Se realizé la curva de
calibracién con Trolox para el ensayo ABTS, con un coeficiente de correlacién de
0,999 (anexo 24); a partir de las cuales fue posible expresar la actividad
antioxidante de las tres especies del género Senecio, son expresados en
porcentaje, observandose una relacion directa entre la concentracion y la
capacidad antioxidante. Se trabajé a concentraciones de 5, 50 y 100 pg/mL
obteniendo los siguientes datos 25,90%, 75,23% y 98,54% (S.
adenophylloidesSch. Bip); 16,16%, 57,54% y 95,19% (S. graveolens Weed)
11,80%, 46,73% y 89,26% (S. collinus DC) respectivamente, las cuales son
estadisticamente diferente (p<0,05) entre especies. (Ver anexo 30).

Singh y col.®°, estudiaron el aceite esencial S. Amplexicaulis Kunth, el cual a 100

pg/mL posee 44, 8% de capacidad antioxidante, el cual nos indica que las tres
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especies del género Senecio estudiados a esta misma concentracion tienen un
alto poder de capacidad antioxidante teniendo a S. adenophylloides Sch. Bip.
(98,55%) y S. collinus DC (89,26%) Ver cuadro 4.

Gonzalez y col.*®, determinaron la actividad antioxidante por el ensayo ABTS del
Senecio patagonicus Hook. & Arn., en sitios seleccionados mencionado
anteriormente, la capacidad antioxidante del S. patagonicus fue (34.08 * 4.56%)
especie del PANP. La capacidad antioxidante de la muestra de PANP fue casi 8
veces mas alto que la muestra del CSBG (4.01 + 3.88%).

En nuestro estudio la especie S. adenophylloides Sch. Bip., S. graveolens Weed
y S. collinus DC. poseen alto contenido de capacidad antioxidante realizado
mediante el ensayo ABTS.

En la Tabla 5, se determinan el ICso donde a menor concentracion inhibitoria 50
(Clsp) mayor capacidad antioxidante?, los resultados obtenidos: Clsp para S.
adenophylloides Sch. Bip. (29,85+0,12 ug/mL), S. graveolens Weed (44,08+0,02
pg/mL) y S. collinus DC. (52,56+0,03 pg/mL) respectivamente, se consideran el S.
adenophylloides Sch. Bip como especie con alto potencial antioxidante.
Asimismo la Tabla 6, se observan los valores de actividad equivalente de Trolox
(TEAC) las cuales fueron: S. adenophylloides Sch. Bip (1608,32 + 6,48 umol/g);
S. graveolens Weed (1089,05 + 0,52 umol/g) y S. collinus DC (913,24 + 0,41
umol/g) respetivamente. Parra y col. “°reportaron los valores TE, en extracto
obtenido por maceracion de S. nutans Sch. Bip. con etanol absoluto durante 72
horas a temperatura ambiente utilizando el ensayo ABTS™ obteniendo 13,01 +
0,08 umol TE/g droga seca y no existe mas reportes de estas especies.

Mesa y col.’® reportaron los valores TEAC en el ensayo ABTS™ del Ageratum
conyzoides L. (Asteraceae), utilizando diferentes tipos de solvente (etanol,
diclorometano, metanol, hexano, acetato de etilo y su aceite esencial), los
extractos de metanol (31339,38 + 2957,52 umol/g extracto) y diclorometano
(28364,20 £ 858,21 umol/g extracto) poseen alto valor TEAC, seguido del extracto
con etanol (27711,40 £ 1717,66 umol/g extracto). En nuestro estudio, observamos
gue el S. adenophylloides Sch. Bip. Posee un valor alto entre las tres especies del
género Senecio Estos resultados elevados indican que actian mediante la
donacion de electrones, por lo que podrian también reaccionar con los radicales
libres, convirtiéndolos en productos mas estables y detener las reacciones en
cadena generada por radicales libres.?

Shalaby y col.*® menciona que el ensayo FRAP es simple, rapido, econémico y no
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requiere equipo especializado. Desventaja el reactivo FRAP no puede detectar
especies que actien mediante transferencia de H, antioxidantes del grupo
sulfhidrilo que contiene tioles como el glutation y las proteinas.

En la Tabla 4, se observan el resultado del ensayo FRAP el cual esta basado en
la habilidad de los compuestos fendlicos para reducir Fe3* a Fe?* En presencia de
2,4,6-tripiridil-s-triazina, la reduccién se encuentra acompafiada de la formacién
de un complejo coloreado de Fe?'. Se realiz6 la curva de calibracién con Trolox
para el ensayo FRAP, con un coeficiente de correlacion de 0,9893 (anexo 26); a
partir de las cuales fue posible expresar el poder reductor del hierro de las tres
especies del género Senecio.

Se trabaj6 a concentraciones de 0,5, 1 y 5 pug/mL obteniendo los siguientes datos:
9,32%, 32,79%, 45,76% (S. adenophylloides Sch. Bip.); 5,49%, 19,47% vy
30,47%(S. graveolens Weed) y 5,44%, 24,61% y 48,34% (S. collinus DC.)
respectivamente. El andlisis estadistico demostré6 que existen diferencia
significativa (p<0,05) entre las tres especies del género Senecio, (Anexo 31).

En la Tabla 5, se determinan el Clsg donde a menor concentracion inhibitoria 50
(Clso) mayor capacidad antioxidante?, los resultados obtenidos fueron: Clsopara S.
adenophylloides Sch. Bip. (5,49 £ 0,04 ug/mL), S. graveolens Weed (7,85 £ 0,03
pg/mL) y S. collinus DC. (6,23 + 0,07 ug/mL) respectivamente, se consideran al
Senecio adenophylloides Sch. Bip. especie con alto potencial antioxidante.
Herrera O.%, reporté el Clso del extracto etandlico de la raiz de Waltheria ovata
Cav. (0,41 £ 0,08 pg/mL) inferior al Clso del Trolox (0,75 + 0,02 pg/mL).similar al
como se reporta en este trabajo donde el Clso del Trolox es mayor que las de las
tres extractos de las especies del género Senecio.

Asimismo en la Tabla 6, se observan los valores de actividad equivalente de Trolox
(TEAC) las cuales fueron: S. adenophylloides Sch. Bip. (789,02 + 6,30 umol/g
muestra seca); S. graveolens Weed (549,23 = 1,94 umol/g muestra seca) y S.
collinus DC (694,91 + 0,78 pmol/g muestra seca). La literatura para evaluar
capacidad antioxidante con el ensayo FRAP de extractos para el género Senecio
es escaso. Parra y col.*® reportaron los valores TE, en extracto obtenido por
maceracion de S. nutans Sch. Bip. con etanol absoluto durante 72 horas a
temperatura ambiente utilizando el ensayo FRAP obteniendo asi 27,65 + 0,06
umol TE/g droga seca, ligeramente menor en comparacion con los resultados en
esta investigacion.

Desde el punto de vista de Bustamante K., menciona que existe diversos métodos
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para evaluar la capacidad antioxidante, ya sea in vitro o in vivo. Los mas usados
son el FRAP, basados en la capacidad de reduccion férrica y los de ABTS, DPPH
y ORAC, basados en la captacion de distintos radicales libres;estas técnicas son
utilizadas para determinar la capacidad de los compuestos fendlicos que
contienen los frutos para captar los radicales libres generados, actuando asi en
contra de los efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion.5!

En su trabajo de investigacion Almudena V., clasifico el estrés en plantas en
biéticos (animales, microorganismos, etc.) y estrés abibticos (déficit de agua o
exceso, temperatura, salinidad y radiacién UV.%? el contenido de compuestos
fendlicos, pigmentos fotosintéticos, carotenoides y fenilpropanoides. participen en

la proteccion de la planta contra la radiacion UV-B.*
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VI. CONCLUSIONES

a) La capacidad antioxidante de las hojas del género Senecio fue mayor en S.
adenophylloides Sch. Bip. seguida de S. graveolens Weed y S. collinus DC.
la cual posee poca capacidad antioxidante frente a radicales libres (DPPH,
ABTS) y una elevada capacidad reductora de Hierro (FRAP).

b) Las hojas de las tres especies del género Senecio presentan compuestos
fendlicos y flavonoides, las cuales se evidenciaron con el reactivo de
Cloruro férrico al 5% y ensayo de Shinoda respectivamente.

c) La actividad antioxidante frente al radical DPPH tuvo un Clso de 27,11 + 0,15
pg/ml (S. adenophylloides Sch. Bip.) 33,86 + 0,16 pug/mL (S. graveolens
Weed) y 38,11 £ 0,84 pg/mL (S. collinus DC.).

d) La actividad antioxidante frente al radical ABTS tuvo un Clso de 29,85 + 0,12
pg/mL (S. adenophylloides Sch. Bip.); 44,08 £ 0,02 ug/mL (S. graveolens
Weed) y 52,56 + 0,03 pg/mL (S. collinus DC).

e) La actividad antioxidante frente FRAP tuvo un Clso de 5,49 + 0,04 pg/mL (S.
adenophylloides Sch. Bip.); 7,85 + 0,03 pug/mL (S. graveolens Weed) y 6,23
+ 0,07 pg/mL (S. collinus DC.).
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VIl. RECOMENDACIONES
Caracterizar mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) los

compuestos fendlicos presentes en las tres especies de género Senecio
estudiadas.

Medir la actividad antioxidante mediante pruebas in vivo para confirmar su
potencial efecto antioxidante.
Preparar extractos de las hojas de las tres especies de género Senecio con

otros solventes organicos y comparar su potencial antioxidante.
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Anexo 1. Certificado de identificacion botanica de Senecio adenophylloides Sch.
Bip Ayacucho 2017.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Hada Edith, VARGAS PAUCAR,
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.
Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion

de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE ; MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO ; Senecio

ESPECIE : Senecio adenophyloides Sch. Bip.
N.V. : ‘wiscataya’

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada para

los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 20 de Marzo del 2017

‘,&‘a i
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Anexo 2. Certificado de identificacién botanica de Senecio graveolens Weed..
Ayacucho 2017

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Hada Edith, VARGAS PAUCAR,
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION \ MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ; ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO ; Senecio

ESPECIE ; Senecio graveolens Wedd.
N.V. ; * chachacoma’, “wiscataya”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada para
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 20 de Marzo del 2017
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Anexo 3. Certificado de identificacion botanica de S. collinus DC. Ayacucho 2017

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Hada Edith, VARGAS PAUCAR,
ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.
Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion

de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO : Senecio

ESPECIE : Senecio collinus DC .
N.V. : ‘jarhuancho”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada para

los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 20 de Marzo del 2017
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Anexo 4. Plantas recolectadas de las tres especies del género Senecio: S.
adenophylloides Sch. Bip.,S. graveolens Weed, S. collinus DC en el Laboratorio
de Farmacognosia. Ayacucho 2017.

Senecio

adenophylloides

Sch. Bip. -
: -

Senecio
graveolens
Weed .

S. collinus DC
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Anexo 5. Obtencion de los extractos de tres especies del género Senecio: S.
adenophylloides Sch. Bip.,S. graveolens Weed, S. collinus DC. en el Laboratorio
de Farmacognosia. Ayacucho 2017.

Pesar 5g de la muestra

&

“hachacoms

Armar equipos de soxhlet

63



Anexo 6. Extractos secos de las hojas de las tres especies del género Senecio: S.
adenophylloides Sch. Bip., S. graveolens Weed, S. collinus DC. en el Laboratorio
de Farmacognosia. Ayacucho 2017..
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Anexo 7. Solucion patréon de la tres especies del género Senecio: S.
adenophylloides Sch. Bip., S. graveolens Weed, S. collinus DC. preparadas en el
Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2017.

S. adenophylloides S. collinus S. graveolens
Sch. Bip DC Weed
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Anexo 8. Identificacién de fenoles en las muestras de las tres especies del género

Senecio: S. adenophylloides Sch. Bip.,S. graveolens Weed, S. collinus DC. en el

Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2017.

Senecio adenophylloides Senecio graveolens Senecio collinus
Sch. Bip Weed DC

COmP. FENOULRSe

Feda
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Anexo 9. Identificacion de flavonoides en las muestras de tres especies del género

Senecio: S. adenophylloides Sch. Bip.,S. graveolens Weed, S. collinus DC. en el
Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2017.
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Anexo 10. Protocolo para determinacion del contenido de fenoles totales en las
hojas de las tres especies del género Senecio. Ayacucho 2017,

Flavonoides totales

1 l

Recta de calibracién Preparacion de la muestra

Pesar 50 mg de quercetina Tomar 500 pL de los extractos

Aforar a 50 mL con etanol Adicionar 500 pL de agua
destilado. bidestilada.

Se prepara una dilucion 10 mL 'y

aforar en 50 mL con agua destilada.

[200 pg/mL] Agregar 150 pL de Nitrito de
sodio 5%. Agitar por 5 min y
dejar reaccionar por 5 min

Tomar alicuotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y

1 mL, aforar a 1 mL con agua Adicionar 150 yL de Cloruro de

destilada. aluminio 10% Homogenizar y
incubar a T amb por 6 min.

Agregar 2 mL de Hidroxido de
aluminio 4%. Completar a 5 mL con
agua bidestilada dejar reposar por 15

min a Tamb. y finalmente leer a 510
nm.
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Anexo 11. Protocolo para determinacion del contenido de flavonoides totales en

las hojas de las tres especies del género Senecio. Ayacucho 2017.

Flavonoides totales

1 l

Curva de calibracion Preparacion de la muestra

Pesar 50 mg de quercetina Tomar 500 pL de los extractos

Aforar a50 mL con etanol destilado. Adicionar
bidestilada.

500 pL de agua

Se prepara una dilucion 10 mL y
aforar en 50 mL con agua destilada.
[200 pg/mL]

Agregar 150 pL de Nitrito de
sodio 5%. Agitar por 5 min y
dejar reaccionar por 5 min

Tomar alicuotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y
1 mL, aforar a 1 mL con agua

) Adicionar 150 uL de Cloruro de
destilada.

aluminio 10% Homogenizar y
incubar a T amb por 6 min.

Agregar 2 mL de Hidréxido de
aluminio 4%. Completar a 5 mL con
agua bidestilada dejar reposar por 15
min a Tamb. y finalmente leer a 510
nm.
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Anexo 12. Protocolo para determinacién de la capacidad antioxidante por el
ensayo DPPH, de las hojas de las tres especies del género Senecio. S.
adenophylloides Sch. Bip., S. graveolens Weed, S. collinus DC. Ayacucho 2017.

DPPH

l l 1 l

Solucién de Preparacion
trabajo de la curva

Solucién
patrén

Preparacion
de la muestra

Pesar 0,002 g
de DPPH (50

HM)

Aforara a 100
mL con etanol
destilado

Almacenan en
refrigeracion

Tomar 10 mL
de solucion

patron y

adicionar 50

mL etanol
Medir la

absorbancia a
517 nm.

Ajustar
absorbancia
hasta 05 =
0,02 con
etanol
destilado
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estandar de
Trolox

Pesar 0,01 g de
Trolox

Aforar a 100
mL con etanol
destilado, [100
Hg/mL]

Tomar alicuotas
de 1252; 2503;

3754; 5006 vy
6257 pL,
aforados a 25 mL
con etanol
destilado.
Agitar por 5
min

Seguir con
el
procedimien
to de |la
muestra

Tomar 750 pL

de los

extractos
Adicionar
1500 pL de

solucién de
trabajo

Incubar por 60
min a
temperatura
ambiente y en
la oscuridad
nm.

Medir la
absorbancia a
517 nm.



Anexo 13. Protocolo para determinacion de la capacidad antioxidante por el

ensayo ABTS, de las hojas de las tres especies del género Senecio. S.

adenophylloides Sch. Bip., S. graveolens Weed, S. collinus DC. Ayacucho 2017.

l

Solucién
patrén
Solucién Solucién
1 2
Pesar Pesar
776 mg | 132 mg
de ABTS de
| Persulf
ato de
Aforar en |
10 mL de
agua Aforar en
bidestilada. 10 mL de
agua
bidestila
da.
|
Mezclar sol.
1y sol 2,
dejar reposar
16 horas.

ABTS

Solucién
de trabajo

Tomar 2 mL
de solucién
patrén y
adicionar 50
mL  etanol
aprox.

Medir la
absorbancia
a732nm.

Ajustar
absorbancia
hasta 0,7 +
0,02 con
etanol
destilado.
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Preparacion
de la curva
estandar de
Trolox

|

Pesar 0,01 g
de Trolox

Aforar a 100
mL con etanol
destilado, [100

Hg/mL]

Tomar
alicuotas de

1252; 2503
3754; 5006 y
6257 uL,

aforados a 25
mL con etanol
destilado.

Agitar por 5
min.

Seguir con
el
procedimie
nto de la
muestra.

Preparacion
de la
muestra

Tomar 100 L
de los
extractos

Adicionar
1900 pL de

solucion de
trabajo

Incubar por 7
min a
temperatura
ambiente vy
en la
oscuridad.

- J

Medir la
absorbancia

a732nm.




Anexo 14. Protocolo para determinacion de la capacidad antioxidante por el
ensayo FRAP en las tres especies del género Senecio. S. adenophylloides Sch.
Bip., S. graveolens Weed, S. collinus DC. Ayacucho 2017.

FRAP

A 4

A 4

|

Solucién de Preparacion de la Preparacion
trabajo curva estandar de de la
Trolox |
[ l
Tomar 1
Buffer de TPTZ Cloruro Pesar 0,01 g mL de la
acetato 300 férrico de Trolox y solucion
mM hexahidr aforar a 100 FRAP
| | atado. mL con etanol
destilado, [100
a) Pesar b) pg/mL] .
acetato de 0,0312 500 pL de
sodio + 4 mL g de c) pesar los
de ac. Acético TPTZ 01352 g Tomar extracto.
glacial, en 10 de cloruro alicuotas de
aforados con mL de férrico, 1252; 2503,
260 mL de HCI40 aforados 3754; 5006 Adicionar
agua mM. en 25 mL y 6257 uL, 950 pL de
bidestilada de agua aforados  a agua
(medir  pH: bidestilada. 25 mL con bidestilad
3.6). etanol
s destilad a. Llevar
estilado. 4  bafio
\ | maria por
/—Iﬁ 30 min a
270
Mezclar 25
mLdea+2,5 Seguir con el
mLdeb+2,5 procedimiento
mL c, de la muestra Medir la
calentar a absorban
37aC cia a 593
;J nm, luego
de 4 min.
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Anexo 15. Dilucion del estandar Acido galico para la cuantificacion de fenoles
totales en el Laboratorio de Farmacognosia de Farmacognosia. Ayacucho 2017.
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- " I pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
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Anexo 16: Curva de calibracién del Acido galico para la determinacion de fenoles

totales por el método de Folin Ciocalteu. Ayacucho 2017.

1.2
.0
1 .
S ’
c 0.8 -
o
© . y =0.021x + 0.0032
© o’ R? =0.9995
'S 0.6 .
C
©
2
2
o] ()
2 04
0.2 o
0
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion de Acido Galico (ug/mL)
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Anexo 17. Muestras para la cuantificacion de fenoles totales de tres especies del
género Senecio: S. adenophylloides Sch. Bip. (1), S. graveolens Weed (2), S.

collinus DC.(3) en el Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2017.

"senecio sp = S. collinus DC
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Anexo 18. Dilucién del estandar Quercetina para la elaboracion de la curva de
calibracion en el Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2017.

“r - W

- o —

80 120 160 200
‘ F pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
L e e 5
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Anexo 19: Curva de calibracion de Quercetina para la cuantificacion de

flavonoides totales. Ayacucho 2017.

0.14
0.12
)
£ 01
c -
& .
2 008
E . y = 0.0006x + 0.0009
5 R?=0.9968
2 0.06
o -
o
0.04
0.02
0
0 50 100 150 200 250

Concentracion de Quercetina (ug/mL)
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Anexo 20. Muestras para la determinacion de contenido de flavonoides totales: S.
adenophylloides Sch. Bip., S. graveolens Weed y S. collinus DC. en el Laboratorio
de Farmacognosia. Ayacucho 2017.

“senecio sp = S. collinus DC
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Anexo 21. Dilucion del radial libre DPPH para la elaboracion de la curva de
calibracion del Trolox en el Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2017.
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Anexo 22. Variacion de la actividad antioxidante en funcién de las concentraciones
de Trolox en el método DPPH. Ayacucho 2017.

120.000
100.000
80.000

60.000 e y = 6.6939x + 27.315

R*=0.9964

%AA

40.000

20.000

0.000
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion de Trolox (ug/mL)
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Anexo 23. Dilucién del radial libre ABTS para la elaboracion de la curva de
calibracion del Trolox en el Laboratorio de Farmacognosia. Ayacucho 2017.
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Anexo 24. Variacion de la actividad antioxidante en funcién de las concentraciones
de Trolox en el método ABTS. Ayacucho 2017.

100.000
90.000 °
80.000
70.000
60.000

50.000

y =3.049x + 12.978
@ R?=0.999

40.000

%AA

30.000 P

20.000

10.000

0.000
0.000 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000

Concentracion de Trolox (ug/mL)

82



Anexo 25. Dilucion del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) para la
elaboracion de la curva de calibraccion del Trolox en el Laboratorio de

Farmacognosia. Ayacucho 2017.
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Anexo 26. Variacion de la actividad antioxidante en funcién de las concentraciones
de Trolox en el método FRAP. Ayacucho 2017.
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Anexo 27. Andlisis de varianza de fenoles y flavonoides totales de tres especies del género Senecio. Ayacucho 2017.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Fenoles Totales Entre grupos 3343,748 2 1671,874 3837,489 4,74E-21
(mgAG/g) Dentro de grupos 6,535 15 ,436
Total 3350,283 17
Flavonoides Totales Entre grupos 5579,667 2 2789,833 1282,563 1,71E-17
(mgQE/qg) Dentro de grupos 32,628 15 2,175
Total 5612,295 17
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Anexo 28. Prueba de comparaciones multiples de Tukey para determinar la diferencia significativa del contenido de fenoles y

flavonoides totales en las tres especies del género Senecio. Ayacucho 2017.

Fenoles Totales (MgAG/g)

D Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Especies N 1 2 3
S. collinus DC. 6 30,4730
S. graveolens Weed. 6 40,5527
S. adenophylloides Sch. Bip. 6 63,0762
Sig. 1,000 1,000 1,000
Flavonoides Totales (mgQE/Q)
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Especies N 1 2
S. collinus DC. 6 26,2000
S. graveolens Weed. 6 27,4222
S. adenophylloides Sch. Bip. 6 64,1447
Sig. ,349 1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 6,000.
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Anexo 29. Andlisis de varianza de la actividad antioxidante mediante la captacion

del radical DPPH del extracto de tres especies del género Senecio. Ayacucho

2017.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Actividad secuestradora del radical DPPH (%)

Tipo lll de

sumade
Origen cuadrados
Modelo corregido 4234,8892
Interseccidn 112463,644
Concentracion 3931,771
Especie 66,635
Concentracion *
Especie 236,483
Error 22,271
Total 116720,805
Total corregido 4257,160

gl
8
1
2
2

4

45
54
53

Media

cuadratica

529,361
112463,644
1965,886
33,317

59,121

,495

a. R al cuadrado =,995 (R al cuadrado ajustada = ,994)

E
1069,608
227240,000
3972,198
67,320

119,457

Sig.
1,12E-48
5,58E-85
2,45E-51
2,97E-14

2,33E-23
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Anexo 30. Andlisis de varianza de la actividad antioxidante mediante la captacion
del radical ABTS del extracto de tres especies del género Senecio. Ayacucho
2017.

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Actividad secuestradora del radical ABTS (%)

suma de

cuadrados Media
Origen de tipo llI gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 56033,0622 8 7004,133 69752,177 4,19E-25
Interseccion 177782,979 1 177782,979 1770490,385 4,8E-105
Especie 2722,890 2 1361,445 13558,247 2,71E-63
Concentracion 52658,692 2 26329,346  262206,508 3,19E-92
Especie *
Concentracién 651,480 4 162,870 1621,976 5,31E-48
Error 4519 45 , 100
Total 233820,560 54
Total corregido 56037,581 53

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000)
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Anexo 31. Analisis de varianza de la actividad antioxidante mediante la reduccion
del ion férrico Fe*? a ferroso Fe*? del extracto de tres especies del género Senecio.
Ayacucho 2017.

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Poder Reductor del Hierro - FRAP (%)

Tipo lll de
suma de Media
Origen cuadrados al cuadrética F Sig.

Modelo corregido 11189,5432 8 1398,693 4489,534 1,19E-62
Interseccion 309991,892 1 309991,892 995014,049 2,08E-99
2
2

Concentracion 10172,414 5086,207 16325,741 4,17E-65
Especie 836,281 418,141 1342,151 7,69E-41
Concentracién *

, 180,848 4 45,212 145,121 4,19E-25
Especie
Error 14,020 45 ,312
Total 321195,454 54
Total corregido 11203,562 53

a. R al cuadrado =,999 (R al cuadrado ajustada = ,999)
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Anexo 32. Matriz de consistencia. Ayacucho 2017.
TITULO PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLE METODOLOGIA

Enfoque de investigacion:
Contenido = ¢Cual de las OBJETIVO GENERAL | Las especies del ANTECEDENTE: o Especies cuantitativo
de especies del Comparar la actividad género Senecio Ochoa et al., determinaron que la del género Senecio Tipo de investigacion: Basico —
flavonoides = género Senecio = antioxidante in vitro de tienen diferentes  utilizacion de plantas e contenido Descriptivo
y fenoles contendra las tres especies del concentraciones @ pertenecientes al género Senecio = de flavonoides. Poblacién y Muestra: Hojas de
totales en flavonoides, género Senecio. de flavonoides, como plantas medicinales es debido o contenido Senecio adenophylloides Sch. Bip, S.
hojas de fenoles totalesy OBJETIVOS fenoles totales por ' a la presencia de diferentes clases (e fenoles totales collinus DC, Senecio graveolens
tres cual tendra  ESPECIFICOS ende  diferente de metabolitos secundarios, puesto Actividad Weed en cantidades de un kg.
especies mejor actividad | 1. Comprobar la = actividad que son ricos en monoterpenoides, ' gntioxidante. Unidad experimental:
del género antioxidante? presencia de fenoles y antioxidante sesquiterpenoides, flavonoides, Se preparé un extracto etanol al 80%
Senecio 'y flavonoides en las hojas entre otros. Por otro lado, las con los desecados de las hojas de las
determinaci de las tres especies del actividades bioldgicas tres especies del género Senecio en
6n de su género Senecio. comprobadas para estas especies un equipo de soxhlet.
actividad 2. Determinar el son variadas, tales  como, Metodologia: Se determind la
antioxidante contenido de propiedades insecticidas, actividad antioxidante mediante el
in vitro. flavonoides y fenoles actividades antimicrobiana, método de captacion de radical 2,2-
Ayacucho, totales. citotéxica, antiviral y antioxidante. difenilpicril-1-hidracil ~ (DPPH), el
2017. 3. Determinar la Soriano et al., determinaron que radical acido 2,2°azino-bis  (3-

actividad antioxidante in
del

obtenido e las hojas de

vitro extracto

las tres especies del

género Senecio.

las especies del género Senecio

tienen buena actividad en el
tratamiento del asma bronquial y
han

también  se reportado

resultados Optimos de efecto

antiinflamatorio,  analgésico vy

antioxidante.

etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS)
y reduccion de energia antioxidante
férrica (FRAP)

Andlisis estadistico:

Se realizara un andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando
significancia del 95% (p=0,05).

un nivel de
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