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RESUMEN

Introduccion: Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”
pertenece a la Familia Loranthaceae, conocido comunmente como
pupa en la provincia de Ayacucho. Es endémica de Perd. Es una
planta usada en la medicina tradicional peruana en infusiones de
hojas para aliviar infecciones genitourinarias. Objetivo general:
Evaluar la actividad antioxidante del extracto etandlico obtenido a
partir de las hojas de Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt
“Pupa”. Materiales y métodos: El extracto fue obtenido por
maceracion de las hojas utilizando como solvente etanol 96°.
Adicionalmente, el marco se sometié a reflujo por 4 horas; usando
como solvente etanol 96°. Posterior a ello, los filtrados obtenidos
fueron concentrados en un evaporador rotatorio a presion reducida
a 45 °C hasta sequedad. La presencia de los metabolitos
secundarios se determiné mediante un tamizaje fitoquimico. La
actividad antioxidante se determind a través del método de poder
antioxidante de reduccion férrica (FRAP) y el método de inhibicion
frente al radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil (DPPH). Resultados:
Se obtuvo 400 g de extracto etandlico a partir de 1 kg de hojas secas
y molidas. En el tamizaje fitoquimico, se obtuvo reaccién positiva
para las pruebas de identificacion de grupos fendlicos libres,
flavonoides, grupos aminos libres, esteroides y/o terpenoides,
leucoantocianidinas, catequinas y saponinas. Los resultados de la

actividad antioxidante por el método FRAP del extracto etandlico de
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hojas de la especie Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”
presenta un TEAC de 0,642 +/- 0,008 (mg/mL~1mM trolox). Por el
método DPPH, tuvo un ICsp de 0,2420 +/- 0,02 mg/mL.
Conclusiones: El extracto etandlico de hojas de Tristerix
chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”tiene un rendimiento de 40%
y los metabolitos secundarios identificados en el extracto etandlico
de hojas de la especie fueron: grupos fendlicos libres, flavonoides,
grupos aminos libres, esteroides ylo terpenoides,

leucoantocianidinas, catequinas y saponinas.

Palabras Clave: Tristerix chodatianus, antioxidante, trolox, DPPH, FRAP
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ABSTRACT

Introduction: Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt "Pupa” belongs to
the Family Loranthaceae, known as pupa in the province of Ayacucho. It is
endemic to Peru. It is a plant used in traditional Peruvian medicine in leaf
infusions to avoid genitourinary infections. General purpose: To evaluate
the antioxidant activity of the ethanolic extract obtained from the leaves of
Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”. Materials and methods:
The extract was obtained by macerating the leaves using 96 ° ethanol as
solvent. Additionally, the frame was refluxed for 4 hours; using 96 ° ethanol
as solvent. Subsequently, the filtrates obtained were concentrated in a
rotary evaporator at reduced pressure at 45 ° C until dry. The presence of
secondary metabolites was determined by phytochemical screening.
Antioxidant activity was determined using the ferric reducing antioxidant
power method (FRAP) and the free radical inhibition method 2,2-Diphenyl-
1-picrilhydraizil (DPPH). Results: 400 g of ethanolic extract was obtained
from 1 kg of dried and ground leaves. In the phytochemical screening, a
positive reaction was obtained for the identification tests of free phenolic
groups, flavonoids, free amino groups, steroids and / or terpenoids,
leucoanthocyanidins, catechins and saponins. The results of the antioxidant
activity by the FRAP method of the ethanolic extract of leaves of the species
Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt "Pupa” presents a TEAC of 0,642
+/- 0,008 (mg / mL ~ 1mM trolox). By the DPPH method, it had an IC50 of
0,2420 +/- 0,02 mg / mL. Conclusions: The ethanolic extract of leaves of

Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt "Pupa" has a yield of 40% and the
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secondary metabolites identified in the ethanolic extract of leaves of the
species were: free phenolic groups, flavonoids, free amino groups, steroids
and / or terpenoids, leukoanthocyanidins, catechins and saponins. In

addition, it presented antioxidant activity by the DPPH and FRAP method.

Keywords: Tristerix chodatianus, antioxidant, trolox, DPPH, FRAP
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INTRODUCCION

En el Perd un sector de la poblacion aprovecha las plantas medicinales por
sus propiedades curativas; estas son utilizadas de manera empirica, es
decir, sin verdaderos fundamentos de sus cualidades curativas, sino
simplemente basados en conocimientos no comprobados (Nayra, 2014).

Tristerix chodatianus (Pastochovsky) “Pupa” es una especie de la flora
medicinal peruana utilizada popularmente como agente diurético y
especificamente contra infecciones genitourinarias, motivo por el que ha
sido objeto de investigaciones para comprobar los usos antes
mencionados. En el trabajo de investigacion “Determinacién de la actividad
diurética de la Tristerix chodatianus (Patschovsky) “pupa”, se identifico que
el extracto etandlico presenta metabolitos secundarios como flavonoides,
esteroides y/o triterpenoides, taninos, leucoantocianidinas, compuestos
fenodlicos y se determiné la presencia de actividad diurética (Medrano y
Huamani, 2017)2.

El género Tristerix, segun la revision realizada por Kuijt (1988), esta
constituido por dos subgéneros: Tristerix (T. aphyllus y T. corymbosus) y
Metastachys (las nueve especies restantes). Esta clasificacion se basé
principalmente en la presencia o ausencia de bracteolas y en el nimero de
pétalos. Este género se extiende a lo largo de la Cordillera de los Andes
desde el norte-centro de Colombia hasta el sur de Chile. En la zona norte,
las especies se encuentran a elevaciones mayores a 2000 m.s.n.m.,

mientras que en la zona sur ocupa areas de elevacion mas baja,



adyacentes a los Andes (Nickrentlab.siu.edu., 2009)3 (Medel, Botto-Mahan,

Smith-Ramirez, Méndez, Ossa, Caputo y Gonzales, 2002)%.

Tristerix presenta su mayor diversidad en Perud, donde se encuentran siete
de las 11 especies, cuatro de las cuales solo se encuentran en este pais
(Nickrentlab.siu.edu., 2009)3, en los cuales se han determinado metabolitos

a los que se le atribuyen propiedades contra los radicales libres.

En los dltimos afos, la importancia de los radicales libres y su relacidén con
el envejecimiento celular se han incrementado. Los radicales libres son
especies quimicas que se constituyen en agentes causales del estrés
oxidativo, relacionado directamente con el envejecimiento celular y algunos
procesos fisiopatolégicos como enfermedades neurodegenerativas,
cardiovasculares, cataratas y determinadas formas de cancer (Alarcon

Arias, Salcedo Paucar y Sosaya Salazar,2018)°.

A raiz de las consecuencias que pueden generar los radicales libres; la
importancia de los antioxidantes se ha incrementado considerablemente en

el campo de la investigacion.

Los antioxidantes constituyen un grupo de sustancias que, cuando estan
presentes en bajas concentraciones (en relacidon con otros compuestos
oxidables), retrasan o inhiben los procesos oxidativos, a través de un

mecanismo que suele conllevar su propia oxidacion (Nayra, 2014).

En ese sentido con el conocimiento que en las hojas de Tristerix
chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa” se ha determinado la presencia de

flavonoides, metabolitos secundarios que son muy reconocidos por sus
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propiedades antioxidantes (Alarcén Arias et al., 2018)°; nace la inquietud
de investigar si el extracto etandlico de las hojas de la especie presenta

actividad antioxidante.

En base a lo anteriormente expuesto; se fomenta la practica e investigacion
enfocada a la fitoterapia, para utilizarla como una alternativa preventiva y
paliativa frente a las distintas enfermedades relacionadas con el

envejecimiento celular.
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CAPITULO |
PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1.Descripcion de la realidad problematica.
El desarrollo de enfermedades humanas de tipo cronico-degenerativas con
impacto epidemiologico esta relacionado con el establecimiento del estrés
oxidativo y las especies reactivas de oxigeno (EROs) a través de su

impacto en una extensa variedad de funciones fisiologicas.

El estrés oxidativo es el resultado de reacciones metabdlicas que utilizan
oxigeno 'y representa una alteracibn en el equilibrio pro-
oxidante/antioxidante en los sistemas vivos; esta alteracion genera un
aumento de radicales libres, los que tienen la capacidad de oxidar
biomoléculas (lipidos, proteinas, ADN) e inhiben su estructura y funcién

normal.

Limitados eventos han tenido el impacto tan profundo y diversificado con
respuestas versatiles como el acontecido a consecuencia del
entendimiento de los radicales libres y de su influjo variable en los seres

Vivos.

Se entiende como radicales libres a aquellas moléculas cuya estructura
atomica presenta un electron impar o desapareado en el orbital externo,
proporcionandole una configuracion espacial que produce una alta

inestabilidad (Rodriguez Perén, Menéndez Lépez y Trujillo Lépez, 2001)8.

En consecuencia, un radical libre es extremamente reactivo y de vida

efimera, con una inmensa facultad para acoplarse inespecificamente en la



mayoria de los casos, asi como con la variedad de moléculas que
componen la estructura celular: proteinas, lipidos, carbohidratos, acidos
nucleicos y derivados de cada uno de ellos, entre los que se pueden
mencionar la inhibicion de enzimas como la superoxido dismutasa,

catalasas y peroxidasas.

Derivan de una extensa variedad de fuentes y se encuentran tanto en los
alimentos como en los sistemas bioldgicos (Rodriguez Perén et al., 2001)¢

(Figueroa Diaz y Mollinedo Moncada, 2017)".

Sin embargo, los compuestos antioxidantes tienen la capacidad de
interrumpir o inhibir las reacciones de transformacion que causan dafios a

las mencionadas biomoléculas.

Los antioxidantes sintéticos son los mas empleados por la industria
alimentaria en virtud de su alto grado de eficacia, estabilidad y ventaja
econdémica. Sin embargo, estudios toxicolégicos han demostrado que los
antioxidantes sintéticos presentan efectos toxicos y son promotores de

algunos tipos de cancer, entre otros efectos fisioldgicos.

Por otro lado, los antioxidantes naturales procedentes de plantas han sido
frecuentemente utilizados en diferentes sectores de la industria
farmacéutica como preservantes en alimentos y en medicina tales como a-
tocoferol y B-caroteno, quercetina, entre otros, que presentan una actividad
equiparable con los antioxidantes sintéticos de mayor uso como 2-terbutil-

hidroxianisol (BHA) y 2-terbutil-hidroxitolueno (BHT); los cuales, sin
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embargo, a pesar de sus propiedades antioxidantes presentan el

inconveniente de ser toxicos.

La atenciébn por los antioxidantes naturales se ha acrecentado
dramaticamente, a causa de tres principales razones: la eficacia
antioxidante de una diversidad de agentes fitoquimicos, la baja seguridad
que brinda el consumo de los antioxidantes sintéticos y la idea generalizada
que el consumo de ciertos agentes fitoquimicos puede afectar de manera
positiva la patologia de las enfermedades cronicas y el proceso de
envejecimiento. Complementario a ello, la presuncion de que los
compuestos naturales son innatamente mas seguros que los compuestos
sintéticos y, en consecuencia, comercialmente mas aceptados ya sea como
reguladores, conservantes, inhibidores enziméaticos, entre otros (Figueroa
Diaz y Mollinedo Moncada, 2017)’. Es por ello, que el presente trabajo de
investigacion se enfoca en el estudio de un compuesto natural como la

especie en estudio que presente actividad antioxidante.

Por lo expuesto anteriormente nos planteamos la siguiente pregunta de

investigacion:

1.2. Formulacién del Problema.
a) Problema General:
¢ Presenta el extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de la
especie vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”

actividad antioxidante?

15



b) Problemas Especificos:

- ¢Cudl es el rendimiento del extracto etandlico y cuéales son los
metabolitos secundarios que presentara el extracto etandlico
obtenido a partir de las hojas de la especie vegetal Tristerix
chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”?

- ¢Presenta actividad antioxidante por el método de poder
antioxidante de reduccion férrica (FRAP) y el método de inhibicion
frente al radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil (DPPH) el extracto
etanadlico obtenido a partir de las hojas de la especie vegetal Tristerix

chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”?

1.3. Justificacién e importancia.

La investigacion sobre el estudio fitoquimico y la actividad antioxidante
del extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de la especie vegetal
Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa” permitira identificar los
principales metabolitos en las hojas de esta planta; y contar con un
recurso natural alternativo, como fuente de antioxidante en la
prevencion y tratamiento de patologias relacionadas al envejecimiento
celular; mejorando asi la calidad de vida de las personas que aquejan
dichos problemas.

Ademas, al ser una planta medicinal; se pretende ofrecer una alternativa
gue ocasione menos reacciones adversas en comparacion con

antioxidantes sintéticos; mas accesibles a la poblacion gracias a su
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disponibilidad en la naturaleza y por ende un bajo costo para los fines
pertinentes.
El presente trabajo de investigacion es importante porque proporcionara
evidencias sobre algunas de las propiedades atribuidas a esta especie,
gue de comprobarse puedan promover la produccion de fitofarmacos a
largo plazo como un beneficio a la sociedad.

1.4.0bjetivos de la Investigacion.
a) Objetivo General

- Estudiar aspectos fitoquimicos y evaluar la actividad antioxidante
del extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de Tristerix
chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”.

b) Objetivos Especificos

- Determinar el rendimiento del extracto y establecer la presencia
de metabolitos secundarios en el extracto etandélico obtenido a
partir de las hojas de la planta Tristerix chodatianus
(Patschovsky) Kuijt “Pupa”.

- Determinar la capacidad antioxidante del extracto etandlico de
las hojas de Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”
frente al método de reduccién ion férrico (FRAP).

- Determinar la capacidad antioxidante del extracto etandlico de
las hojas de Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”

frente al 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

17



1.5.Hipd6tesis y Variables

1.5.1 Hipotesis

a)

b)

General:

Ho: El extracto etanolico obtenido de las hojas de la especie

vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa” no

presenta actividad antioxidante.

Hi: El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie

vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”

presenta actividad antioxidante.

Especificas:

- El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie
vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”
presenta metabolitos secundarios de tipo: flavonoides,
leucoantocianidinas y esteroides/triterpenoides
principalmente.

- El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie
vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”
presenta actividad antioxidante por el método DPPH.

- El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie
vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”

presenta actividad antioxidante por el método FRAP.
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1.5.2 Variables:

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES ESCALA
VALORATIVA
Conceptual:
El extracto etandlico
es un concentrado
obtenido de la -
maceracion de hojas )
VARIABLE secas, seguido de un
proceso de filtrado y
INDEPENDIENTE reflujo.
Extracto etandlico de
hojas de Tristerix
chodatianus Operacional:
(Patschovsky) . . -
Kuijt “Pupa” Estudlg fitoguimico: _
Reacciones de - Cambio de
identificacion de coloracion. (+) Presencia
metabolitos .
secundarios: - Formacién de (-) Ausencia
- Flavonoides. precipitado.
- Triterpenos.
- Esteroides
- Catequinas
- Saponinas
Conceptual:
La actividad
antioxidante es la
capacidad que tiene ) -
un compuesto de
DEVF;AERI\I{[A):BELNETE neutralizar los
radicales libres.
Actividad Op(_era_cional: Poder Generacién de .mM
antioxidante Antioxidante de - equivalentes
. - una coloracién
Reduccion Férrica azul Trolox/mL
(FRAP). muestra.
Operacional:

Inhibicién frente al
radical libre 2,2-
Difenil-1-picrilhidraizil
(DPPH).

Decoloracion de
la solucion de
DPPH

Concentracién
inhibitoria
media IC 50
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CAPITULO I

BASES TEORICAS

2.1.ANTECEDENTES.

e Sanhueza Sola, (2000): El objetivo principal de este trabajo fue
investigar los posibles efectos antioxidantes de Tristerix tetrandus,
una lorantacea chilena. Para ello se utilizé los bioensayos de
decoloracion del difenil picrilhidrazilo (DPPH), e inhibicién de la
enzima Xantina Oxidasa.

Se ensayaron cuatro fracciones las cuales fueron obtenidas del
crudo de Tristerix tetrandus por particion con solventes de distintas
polaridades: éter de petréleo, diclorometano, acetato de etilo y
metanol. Se observo en la fraccion metandlica un alto porcentaje de
inhibicién, 60,4%, por lo que se puede considerar como un extracto
con una posible accion protectora a nivel renal ya que actuaria como
un analogo del Alopurinol. En el ensayo de la capacidad atrapadora
de radicales libres se observo que las fracciones mas importantes
corresponden a acetato de etilo y metanol cuyos valores a una
concentracion de 100 pg/mL son de 69% y 88% de decoloracién
respectivamente, indicando que en estas fracciones se encuentran

compuestos con una marcada actividad antioxidante.
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e Carhuayo y Col., (2004): En el trabajo realizado se determiné que
el extracto etandlico de Tristerix chodatianus (pupa) mostro actividad
diurética y ademas se identificaron metabolitos secundarios como
flavonoides, esteroides ylo triterpenoides, taninos,

leucoantocianidinas y compuestos fendlicos.

e Cabezas y Col.,, (2009): En su trabajo aislé el alcaloide
isoquinolinico (+)-glaucina de Tristerix verticillatus en Berberis
montana pero no del huésped. La biotransformacion de alcaloides
en el hemiparasito trasladados desde el huésped se consideraria
muy poco probable debido a las enzimas responsables de la
biosintesis de alcaloides isoquinolinicos, las cuales son altamente
especificos y restringidos a familias de plantas que contienen estos
compuestos. (+)-glaucina se ha encontrado en otras especies de
Berberis. El desplazamiento de metabolitos secundarios a partir de
huéspedes a hemiparasitas ha sido bien documentado para

alcaloides quinolizidinicos.

e Albites Quispe et al., (2009): Evaluaron la actividad antimicrobiana
y antioxidante del extracto etanélico obtenido a partir de las hojas de
la especie vegetal Tristerix chodatianus; ademas se identificd la
presencia de: Leucoantocianidinas, Catequinas, Esteroides,
Triterpenoides, Flavonoides, Taninos, compuestos fendlicos libres y

aminoacidos.
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En cuanto a la actividad antioxidante los resultados indicaron que el
extracto que obtuvo mejores resultados fue el Acetato de Etilo tanto
a concentraciones de 10 pg/mL como de 50 pug/mL; del cual se pudo
evidenciar su Concentracion Efectiva Media.

A nivel antimicrobiano el extracto de acetato de etilo fue el mas activo
presentando halos de Inhibicion de 21 mm para Staphylococcus
aureus, 20 mm para Candida albicans, 13 mm para Pseudomona
aeruginosa, 12 mm para Salmonella spp y 8 mm para Escherichia
coli. Por los resultados obtenidos se pudo indicar que el extracto
etandlico posee ambas actividades, siendo el mas activo el extracto
de acetato de etilo.

Medrano Alvites et al., (2017): En el trabajo de investigacion se
aislé y se determin6 la estructura quimica de los metabolitos
secundarios con actividad antioxidante obtenidos a partir del extracto
de acetato de etilo de las hojas de Tristerix chodatianus
(Pastochovsky) pupa. A partir del extracto de acetato de etilo, se
obtuvo una serie de metabolitos secundarios, los productos
mayoritarios aislados se identificaron como flavonoides Quercitrina,
Quercetina, Rutina (3-D-ramnoglucésido del 3, 4, &5, 7-
tetrahidroxiflavona), y un compuesto flavonoide de diferente Rf que
la Quercetina y la Rutina, asimismo, a los flavonoides aislados se le
identificaron su actividad antioxidante frente al DPPH en TLC, siendo

mas activo el flavonoide quercetina.
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2.2.

MARCO TEORICO

2.2.1. Descripcion:

La especie Tristerix chodatianus es un arbusto el cual es una
hemiparasita que coloniza principalmente especies de Polylepis
(Rosaceae) en los Andes de Peru. Polylepis incana Kunth es una de
las hospederas de T. chodatianus. Presenta inflorescencia y hojas

de punta esclerética (Tropicos.org., 2019)°.

2.2.2. Clasificacion botanica

La muestra fue identificada en el museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (N°127-USM-2018)
segun el sistema de clasificacion de Cronquist (1988). Tristerix
chodatianus (Patschovsky) Kuijt tiene la siguiente posicion
taxondmica:

Reino: PLANTAE

Division: MAGNOLYOPHITA

Clase: MAGNOLIOPSIDA

Sub-Clase: ROSIDAE

Orden: SANTALALES

Familia: LORANTHACEAE

Género: Tristerix

Especie: Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt

Nombre vulgar: Pupa, Popa
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2.2.3. Habitat
Tristerix chodatianus es una especie endémica que se distribuye a
lo largo de la cordilla de los Andes; en el Peru se localiza entre los
departamentos de Huancavelica, Ayacucho y Lima; crece en las
cuestas rocosas a 3500-4500 m.s.n.m (Medrano Alvites y Huamani
Garcia, 2017)2.

2.2.4. Usos tradicionales
Los datos de los usos medicinales fueron obtenidos por parte de los
pobladores de Tambo Quemado, distrito de Leoncio Prado, provincia
de Lucanas, departamento de Ayacucho — Perl, quienes usan las
hojas de esta especie vegetal en infusiones para aliviar infecciones
genitourinarias.

2.2.5. Término Antioxidante
El término antioxidante antiguamente hacia referencia a la
capacidad de un producto para reducir el consumo del oxigeno.
Posteriormente a finales del siglo XIX y a principios de siglo XX, se
demostré las aplicaciones de antioxidantes en importantes procesos
industriales gracias a los diversos estudios dedicados, por ejemplo:
la prevencién de la corrosion del metal (Patricio Miranda y Sifuentes
Herrera, 2019)%0.

2.2.6. Oxidacioén

Es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una
sustancia a un agente oxidante. Esta reaccion puede provocar la

produccion de radicales libres los cuales pueden ocasionar dafio
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a las células. Dos tipos de especies reactivas pueden iniciar la
reaccion de oxidacion: los radicales libres, y las especies
reactivas derivadas del oxigeno (ROS) (Patricio Miranda y
Sifuentes Herrera, 2019)°,

Radicales libres

Un radical libre es una especie quimica que posee en su
estructura uno o mas electrones desapareados, transformandolo
en un compuesto altamente inestable y fugaz, con una gran
capacidad de formar otros radicales libres por reacciones
guimicas en cadena.

Los radicales son capaces de dafar, de forma reversible o
irreversible, todo tipo de compuestos bioquimicos, incluyendo
proteinas, &cidos nucleicos, aminoacidos libres, lipidos,
carbohidratos y macromoléculas. Los &cidos grasos poli-
insaturados son altamente sensibles al ataque de los radicales
libres; éstos radicales pueden alterar la actividad celular, tanto a
nivel de membranas como del metabolismo y expresion génica.
Las formas en las que actda un radical en un sistema biolégico,
son por medio de los procesos oxidativos, considerando que
oxidacion de moléculas biolégicas no siempre es un proceso
dafiino (Bohorquez, 2016)**.

Existen reconocidas fuentes enddgenas y exogenas de radicales

libres:
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Fuentes endogenas:

- Mitocondria: Constituye la fuente principal de radicales libres.
Cada una produce alrededor de 10’ millones de radicales libres
al dia. Ocurre a nivel de la cadena de transporte de electrones,
cuyo pasaje a través de la membrana interna mitocondrial
genera un gradiente eléctrico que aporta la energia necesaria
para formar el ATP. En este proceso de fosforilacién oxidativa
el oxigeno actia como aceptor final de electrones. Un resultado
directo de este proceso es que entre los nutrientes iniciales y la
generacion de energia al final del proceso, se forman varias
moléculas con diferente grado de oxidacion. Sin embargo,
variaciones dentro de la cadena de transporte de electrones
pueden aumentar estos niveles en la mitocondria. En medio de
este proceso de transferencia de electrones la coenzima Q es
oxidada formando la ubisemiquinona, la cual es un radical
intermediario que al entrar en contacto con el oxigeno produce
radicales superoxidos (Estrada Pablos e Iglesias Gonzalez,
2017)%2.

- Peroxisomas: Estos organelos poseen enzimas que

producen H202. Convierten al H202 en H20 y Oz, aunque en
aguellos casos en donde el peroxido de hidrogeno no es
dismutado por el sistema peroxisomal se produce

inevitablemente dafio celular (Corrales y Mufioz; 2012)*2
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- Citocromo P-450: se encuentra en el reticulo

endoplasmatico y su funcion consiste en catalizar las
reacciones que generan Oz, mediante mecanismos
dependientes de NADPH. Este sistema ofrece las
condiciones adecuadas para que se produzcan radicales
libres, en vista que cuentan con la presencia de iones de
metal de transicion, oxigeno y ademas se realiza la
transferencia de electrones (Corrales y Mufioz; 2012)%3
- Fagocitosis: La descarga respiratoria de los fagocitos
activados no llena una necesidad energética, sino que esta
dirigida a la generacion de metabolitos de oxigeno, algunos
de ellos verdaderos radicales, encaminados a destruir a las
bacterias invasoras fagocitadas, gracias a su potente
actividad oxidante. Una defensa tan eficiente debe tener un
precio, ya que las mismas moléculas bactericidas O2-, H202
OH., OCI- y 'O2* pueden producir dafio en el mismo
ambiente en que los fagocitos actia (Huberman, s.f)'4

- Xantina deshidrogenasa: se encuentra predominando en

los endotelios y depura a las xantinas. Al combinarse su
actividad con la de la xantina oxidasa, se generan Oz y

H20:.

Fuentes exdgenas:

- Exposicién a rayos X, al tabaco, al ozono, a contaminantes

del aire y productos quimicos industriales, ademas de
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medicamentos como acetaminofeno, halotano, adriamicina,
menadiona, ozono, cloranfenicol, = aminoglucdsidos,
nitrofurantoina, tetraciclina y digitalicos (Estrada Pablos e
Iglesias Gonzalez, 2017)*2.

Especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS)

El término ROS se refiere a un grupo de moléculas
conteniendo oxigeno con diferente reactividad quimica. Se
les considera como metabolitos del oxigeno parcialmente
reducidos que poseen una fuerte capacidad oxidante,
aunqgue dicha capacidad varia entre las diferentes especies
(Carvajal Carvajal, 2019)*°,

Como la mayoria de los radicales de interés bioldgico
derivan del oxigeno o del nitrégeno, a éstos se los conoce
habitualmente como ROS o0 especies reactivas de oxigeno.
Los principales ROS son el anion superéxido (0O2) y sus
derivados el peréxido de hidrogeno (H202) y el radical

hidroxilo (HO") (Vaquero-Raya y Molero-Richard, 2005)*6.

029 Oy - H>0» - OH > H>O

Figura 1. Especies reactivas de oxigeno (ROS). Fuente: Autor

La primera reduccion del oxigeno da lugar al anién
superéxido, una molécula relativamente inestable, con
una vida media de milisegundos y un sobrio radio de

difusién dado su limitado paso a través de los lipidos. El
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O2 es prontamente transformado en peréxido de
hidrégeno (H202) espontdneamente o por accion de la
enzima superoxido dismutasa. A pesar de no ser
estrictamente un radical libre de oxigeno por carecer de
electrones no pareados, el H202 puede ejercer como
potente oxidante en presencia de metales de transicion.
Su extensa vida media y su elevada capacidad de difusion
lipidica y convierten al H202 en un mediador esencial en
la sefializacion celular. EI H202 es convertido en agua por
la catalasa en los peroxisomaso por la glutation
peroxidasa en el citoplasma. Alternativamente, en
presencia de metales de transicién reducidos (Fe?* o
Cu+), el H202 puede reaccionar con el Oz y generar
radicales hidroxilos (HO") a través de la reaccion de
Fenton o Haber-Weiss, los cuales son extremadamente
reactivos, poseen una vida media muy corta y la
capacidad de reaccionar con cualquier molécula que
hallen a su paso (Vaquero-Raya y Molero-Richard,

2005)16,
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Citocromo P450 reductasa

OH

L
F
Clclomgenasa

Reaccion de Fenton

o Haber-Weiss (Cu, Fe)
NAD(P)!H 0)(|dasa

sSOD Catalasa

> H,0 > H,O
m ‘.
Fuente externa

GSH GSSG
(radiacién UV, farmacos,...) GSH
reductasa

TRX
reductasa
TRX TRX
(reducida) (oxidada)

Figura 2. Formacién y metabolizacion celular de las especies reactivas de
oxigeno (ROS). Fuente: Vaquero-Raya, E; Molero-Richard, X6

2.2.7. Antioxidantes

Son nutrientes capaces de neutralizar la accion oxidante de los
radicales libres, sin perder su estabilidad electroquimica. Actdan
donando electrones y evitando que los radicales libres los capten de
las células (Peir6 Sanchez, 2015)*.

Los antioxidantes imposibilitan que otras moléculas se unan al
oxigeno, al reaccionar-interactuar mas rapido con los radicales libres
del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que con el resto de
las moléculas presentes, en un determinado microambiente —
membrana plasmatica, citosol, ntcleo o liquido extracelular.

La accion del antioxidante es de inmolacién, pues cambia su propia
integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas como

proteinas, lipidos, ADN, etc (Peir6 Sanchez, 2015)*’.
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En los organismos aerobios, se cuenta con el sistema de defensa

antioxidante, como enzimas, moléculas (como antioxidantes

preventivos), antioxidantes nutricionales. Estos van a reaccionar con

sustancias llamadas radicales libres, los que seran capaz de finalizar

la cadena de propagacion de este radical libre; por lo tanto, se puede

mencionar que habrd menos dafio a 6rganos que pueden sufrir

lesiones o modificaciones celulares (Aliaga Palomares y Mufioz

Suarez, 2018)18,

La capacidad antioxidante esta determinada a su vez por:

a) Reactividad quimica del antioxidante asociada a la actividad
antirradicalaria o estabilizadora de radicales libres.

b) Capacidad para acceder al sitio de reaccion

c) Estabilidad de los productos formados después del proceso de
estabilizacion de radicales libres?8.

2.2.8. Tipos de antioxidantes

Existen diferentes grupos de antioxidantes que tienen una funcién

principal en las células, protegiéndolas en el exterior (proteccion

extracelular) como en el interior (proteccion intracelular).

Pueden ser solubles en agua y solubles en grasas, por lo que es

importante asegurar que ingerimos antioxidantes de los dos tipos,

para garantizar una mejor proteccion. Por ejemplo: si una persona

sana ingiere Unicamente antioxidantes solubles en agua

provenientes de la vitamina C, vitamina A, de frutas como la uva,

cereza, kiwi o fibra, las membranas de estas células seguiran siendo
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indefensas a los radicales libres, protegiendo solo el interior de esta,
pero dejandola indefensa en el exterior (Figueroa Diaz y Mollinedo
Moncada, 2017)".

Existen diversas formas para clasificar a los antioxidantes, como su
origen y presencia en el organismo, permitiendo diferenciar entre
aguellos antioxidantes que son normalmente bio-sintetizados por el
organismo, y aquellos que ingresan a través de la dieta.

Con respecto a los biosintetizados por el organismo, podemos
diferenciar a los antioxidantes enzimaticos y los no enzimaticos.

- Los antioxidantes enzimaticos: superoxido dismutasa, catalasa,
glutation  peroxidasa, glutation S-transferasas, tioredoxina-
reductasas y sulfoxi-metionina-reductasas.

- Los antioxidantes no-enzimaticos: glutation, acido urico, acido
dihidro-lipdico, metalotioneina, ubiquinol (o Co-enzima Q) y
melatonina. Dichos aportes al organismo no son muy significativos
debido a que con el tiempo pueden generar problemas gastro

intestinales (Patricio Miranda y Sifuentes Herrera, 2019)%0.

Respecto a los antioxidantes que ingresan al organismo solo a

través de la dieta, estos se clasifican, esencialmente, en:

- Vitaminas-antioxidantes, como acido ascorbico, alfa-tocoferol y
beta caroteno (o pro-vitamina A).

- Carotenoides (como luteina, zeaxantina y licopeno).

- Polifenoles, en sus categorias de flavonoides y no-flavonoides.
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- Compuestos que no estan en las tres categorias anteriores, como
algunos glucosinolatos (ej. isotiocianatos) y ciertos compuestos
organoazufrados (ej. dialil-disulfido) (Patricio Miranda y Sifuentes
Herrera, 2019)°,

Por otro lado, los antioxidantes también pueden clasificarse en dos

grandes grupos, dependiendo de como actian quimicamente, en

antioxidantes primarios o tipo | y antioxidantes secundarios o tipo Il.

2.2.9. Antioxidantes primarios o tipo |

Los llamados antioxidantes primarios previenen la formacién de
nuevas ERO. Esto se logra convirtiendo las ERO en moléculas
menos perjudiciales, antes de que puedan reaccionar, o evitando su
generacion a partir de otras moléculas. Son conocidos en inglés
como “free radical scavengers”, o sea “atrapadores de radicales
libres” (Figueroa Diaz y Mollinedo Moncada, 2017)’ (Galano,
2017)%.

En este grupo se destacan las siguientes enzimas:

- El glutatiéon peroxidasa (GPx): Es una enzima dependiente de

selenio, cataliza la reduccion del peroxido de hidrogeno a
lipoperdéxido. Se encuentra en la matriz mitocondrial y en el
citosol. La GPx fosfolipido hidroperéxido, tiene como funcion
principal proteger al organismo contra la peroxidacion lipidica a
nivel de membranas y de las lipoproteinas de baja densidad

(Mora Aguiero, Zeledén Aguilera, Vargas Rubio, 2019)%°
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- Coenzimas superoéxido: Tienen como cofactores el cobre, zinc,

hierro y manganeso. Estas enzimas dismutan el oxigeno y su
principal funcion es la proteccion contra el anion superoxido
(Mora Aguiero, Zeledén Aguilera, Vargas Rubio, 2019)%°

- La catalasa: Presenta dos funciones importantes: catalitica y
peroxidativa, y forma parte del sistema catalasa/superoxido
dismutasa, el cual actia cuando existen altas concentraciones
de perdxido de hidréogeno (Mora Aglero, Zeleddén Aguilera,

Vargas Rubio, 2019)2°
Podemos mencionar ademas a:

- Acido drico: El &cido urico posee un potencial redox
estandarizado intermedio entre los diferentes agentes
antioxidantes y las especies reactivas derivadas del oxigeno. De
esta forma, por sus mayores concentraciones plasmaticas
pudiera ceder electrones (o equivalentes de reduccion) y reducir
la capacidad oxidante de especies muy reactivas como el propio
radical hidroxilo o sus derivados (Diaz Arce y Cabada Pérez,

2010) 2L,
Mecanismo de Accion

Se da a través de la interaccion directa con las especies reactivas;
el cual; es a su vez el mecanismo mas importante y mas conocido

de los antioxidantes. Se refiere a la capacidad que tienen muchos
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antioxidantes para actuar como “estabilizadores o apagadores de

diversas especies reactivas”.

En el caso de los radicales libres, tal acciéon implica su
estabilizaciéon a través de la cesion de un electron a dichas
especies reactivas. Tal mecanismo, definido como “SET” (single
electron transfer), permite que el radical libre pierda su condicion
por “pareamiento” de su electron desapareado (Patricio Miranda y

Sifuentes Herrera, 2019)°,

Mecanismo SET
R+ AOX-H =2 R + AOX* - AOX-OXIDADO

Figura.3 Mecanismo SET. Fuente: Autor

Junto al mecanismo SET, muchos antioxidantes pueden
estabilizar radicales libres a través de un mecanismo que implica
la transferencia directa de un atomo de hidrégeno (esto es un
electrén con su proton). Este mecanismo es definido como “HAT”
(hydrogen atom transfer). En este ultimo caso, el radical libre
también queda estabilizado electronicamente (Patricio Miranda

y Sifuentes Herrera, 2019)0.

Mecanismo HAT
R + AOX-H = RH + AOX' = AOX-OXIDADO

Figura.4 Mecanismo HAT. Fuente: Autor
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2.2.10. Antioxidantes secundarios o tipo Il
Los antioxidantes secundarios capturan los radicales y evitan las
reacciones en cadena. Retardan la oxidacién por vias de acciones
indirectas incluyendo quelacion de metales, reparaciéon de
antioxidantes primarios donandoles atomos de H o electrones,
descomposicion de H202 en especies no radicalarias, absorcion de
luz ultravioleta, etcétera (Patricio Miranda y Sifuentes Herrera,
2019)19 (Galano, 2017)%°.
Ejemplos de ellos son el B-caroteno, la vitamina E y C, y sustancias
endoégenas con capacidad antioxidante, entre las cuales se
encuentran bilirrubina, glutation urato y ubiquinona (Patricio
Miranda y Sifuentes Herrera, 2019)1°,
En el caso de los antioxidantes tipo I, la variedad de rutas quimicas
a través de las que ejercen su efecto protector es aun mayor. En
esta oportunidad vamos a enfocarnos solamente en aquellas que
son relevantes cuando su accion involucra la quelaciéon de iones
metélicos. Esta acciébn es importante ya que dichos iones
frecuentemente participan en la produccion del radical hidroxilo
gue, como se menciond anteriormente es particularmente dafiino.
Cabe mencionar que las fuentes intracelulares mas importantes de
este radical son las reacciones tipo Fenton y de recombinacion de
Haber-Weiss (Galano, 2017)!°. Cuando éstas involucran a hierro o
cobre pueden escribirse como:

Reacciones Tipo Fenton:
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Fe?* + H202 — Fe3* + OH™ + «OH

Cul* + H202 — Cu?* + OH™ + -OH

Primer paso de las reacciones tipo Haber-Weiss:

Fe3* ++02” — Fe?* + O2

Cu?* + 02" — Cul* + O2

Y el segundo paso de estas Ultimas corresponde a las reacciones
tipo Fenton.

Es importante destacar que las formas mas estables y abundantes
de hierro y cobre son Fe (lll) y Cu (Il). Por lo tanto, para que se
produzca el radical *OH en sistemas bioldgicos el paso clave es la
reduccion de estos iones a Fe (1l) y Cu (1), que son los involucrados
en las reacciones tipo Fenton. Por lo tanto, si se logra inhibir el
primer paso de la recombinacién de Haber-Weiss no habria los
iones necesarios para la produccion de *OH. Entonces esta seria
una buena forma de inhibir la formacion de este radical (Galano,
2017)%.

Los antioxidantes tipo Il pueden actuar como ligantes inhibidores
de *OH en sistemas bioldgicos. A los antioxidantes con este efecto
se les conoce como antioxidantes OIL, por sus siglas en inglés (OH
inactivating ligands). Esta accion puede ocurrir de dos formas:
-OIL-1: Secuestrando a los iones metalicos de los reductores. a
través de la formacion de complejos en los que la reduccion del i6n

metalico ya no es posible.
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-OIL-2: Desactivando a los radicales hidroxilos tan pronto se forman
por la reaccion de Fenton. En este caso los ligantes son el marco
molecular mas cercano al sitio de formacion del - OH, ya que estan
unidos al centro metalico involucrado en la reaccion tipo Fenton. De
modo que una vez formado el radical, este reacciona con los
ligandos (por ser los mas cercanos) quedando desactivado antes
de poder dafar blancos biologicos (que se encuentran mas lejanos)
(Galano, 2017)%°,
2.2.11. Tipos de antioxidantes
Existen distintos tipos de antioxidantes y, de acuerdo a su origen,

ellos se pueden clasificar como naturales o sintéticos.

Los antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son aplicados con frecuencia a
productos farmacéuticos, cosméticos y alimentarios. Los mas
ampliamente usados son el Butilhidroxitolueno (BHT),
Butilhidroxianisol (BHA), Terbutilhidroquinona (TBHQ) y Galato de

Propilo (PG) (Toro Vega, 2016)%.

Los antioxidantes naturales

Los mas estudiados son los procedentes de las plantas superiores.
La mayoria de ellos son compuestos fendlicos, productos del
metabolismo secundario. Las plantas superiores sintetizan una
amplia variedad de compuestos fendlicos durante su crecimiento y

desarrollo, y éstos desempefan diversas funciones fisiologicas y
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contribuyen a las caracteristicas organolépticas de los alimentos de

origen vegetal, intervienen en el color natural y en el sabor. Los mas

utilizados son los tocoferoles; también conocidos como vitamina E

(Toro Vega, 2016)%.

2.2.12. Metabolitos responsables de la actividad

Los metabolitos mas reconocidos por su actividad antioxidante son
los de naturaleza fendlica: acidos fendlicos, flavonoides, taninos,

guinonas, cumarinas, lignanos y estilbenos (Toro Vega, 2016)?2.

2.3. MARCO CONCEPTUAL

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

Screening fitoquimico: El tamizaje fitoquimico o screening

fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion
fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los
principales grupos quimicos presentes en una planta y a partir
de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos
para el aislamiento de los grupos de mayor interés
(Selvafarma.webnode.es., 2011)%,

Metabolitos secundarios: Los metabolitos secundarios son

aquellos compuestos organicos sintetizados por el organismo
que no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién del
mismo. La ausencia de algun metabolito secundario no le impide
la supervivencia, si bien se vera afectado por ella, algunas
veces, de manera grave (es.Scribd.com, 2013)%.

Planta hemiparasita: Se denomina hemiparasita a la planta que

en condiciones naturales es parcialmente parasita. Consigue
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2.3.4.

2.3.5.

alguna o todas las sustancias nutritivas que necesita para su
desarrollo, como agua y sales minerales, desde otra planta, en
lugar de captarlas del suelo. Es decir que para subsistir depende
completa o parcialmente de otros organismos (cienciamx.com.,

s.f.)?.

Radical libre: Un radical libre se define como una especie

quimica con capacidad de existencia independiente que posee
un orbital con un electron desapareado, lo que le otorga una
especial reactividad (Terrado Quevedo, Barthelemy Vidaillet,
Valls Alvarez y Armand Lorié, s.f.)%6.

Especies Reactivas de oxigeno (ERO): Las especies reactivas

de oxigeno (ERO) son compuestos que se derivan de la
molécula de oxigeno (O2) por reduccién quimica parcial. En este
grupo se incluyen a los peroxidos de hidrogeno (H202),
producidos cuando el Oz es reducido con 2 electrones, y las
formas reactivas del oxigeno, que abarcan a los superoxidos y
al radical hidroxilo (HO) (Carrillo Esper et al., 2016)?".

Las ERO tienen un papel indiscutible en los procesos fisioldgicos
habituales, sin embargo, pueden ejercer a su vez efectos
toxicos. Las ERO son generadas como resultado del
metabolismo y son esenciales para la producciéon de energia, la
sintesis de compuestos biolégicamente esenciales y la
fagocitosis, un proceso critico para el sistema inmunoldgico.

Estas también juegan un papel importante en la transduccion de
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2.3.6.

2.3.7.

sefales, que es importante para la comunicacion y funcion de
las células. Por otro lado, en los udltimos 20 afios se ha
incrementado la evidencia que demuestra que las ERO pueden
ser las causantes de distintos padecimientos, incluyendo el
cancer, enfermedades coronarias y el envejecimiento. La
reaccion del radical hidroxilo con lipidos insaturados es la
cascada mas conocida de dafio inducido por radicales (ADN)
(Carrillo Esper et al., 2016)?".

Antioxidante: Los antioxidantes son sustancias que cuando
estan presentes, retardan e inhiben la oxidacion de sustratos
susceptibles al ataque de las especies reactivas del oxigeno
(ROS) (Eugenia Sanchez, 2019)%,

Estrés oxidativo:

El dafio o estrés oxidativo es el resultado de reacciones
metabdlicas que utilizan Oz y representa una alteracion en el
equilibrio pro-oxidante/antioxidante en los sistemas vivos con
capacidad de oxidar biomoléculas (lipidos, proteinas, ADN) e
inhibir su estructura y funcién normal. Es importante mencionar
que el equilibrio entre los efectos benéficos y perjudiciales de los
radicales libres es un aspecto vital para los organismos vivos, el
cual se alcanza mediante mecanismos de “regulacion redox” que
protegen a los organismos vivos del estrés oxidativo; en los que
intervienen los antioxidantes y atrapadores de radicales libres

(Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez, 2013)2°
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El establecimiento del estrés oxidativo y las especies reactivas
de oxigeno impactan a una extensa variedad de funciones
fisiologicas y participan en el desarrollo de enfermedades
humanas de tipo cronico-degenerativas con impacto
epidemioldgico (Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez, 2013)%°

Se ha encontrado amplia relacion entre la presencia de estrés
oxidativo y el desarrollo de las siguientes patologias:

Céancer: El cancer basicamente afecta el mecanismo de control
que rige la diferenciacion y proliferacion de las células. En el
proceso de peroxidacion lipidica de estas estructuras, se
producen en diferentes tejidos, sustancias mutagenas y factores
cancerigenos derivados de ciertos acidos grasos, que como
productos de  degradaciébn  originan  hidroperoxidos,
endoperoéxidos, radicales alkoxi, enoles y aldehidos que actian
como agentes proneoplasicos con accion directa sobre el ADN
nuclear y mitocondrial (Viada, Gémez y Campania, 2017)3°
Enfermedad cardiovascular: Se caracteriza por una etiologia
multifactorial: hipercolesteronemia, hipertension, diabetes,
sedentarismo, fumado, dieta desbalanceada y estrés. Los acidos
grasos poliinsaturados que se encuentran en las lipoproteinas
son vulnerables a la oxidacion de radicales libres, por lo que
favorece la aterogénesis. Debido a esto, el estrés oxidativo tiene
un efecto directo y clave para el desarrollo de ateroesclerosis

(Mora Aguero et al., 2019)%°.
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Enfermedades neuroldgicas: El estrés oxidativo se ha
relacionado con el desarrollo de enfermedades como Parkinson,
Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, esclerosis multiple y
depresion. El sistema nervioso central (incluyendo el cerebro,
espinal dorsal y nervios periféricos), es alto en contenido de
acidos grasos insaturados e hierro, ademas, tiene una alta
actividad aerdbica que lo hace susceptible al dafio oxidativo
(Mora Aguiero et al, 2019) %,

Enfermedades respiratorias: Con respecto al humo del tabaco,
cuando una persona no fumadora permanece media hora en una
sala que contiene humo de tabaco, sus depdsitos de
antioxidantes descienden al minimo. El RL paraoxona aportado
por sendas fases del humo del tabaco inhalado disminuye los
niveles de la enzima paraoxonasa, ocasionan dafio severo de la
tunica elastica del alvéolo, lo cual conduce a la bronquitis
cronica, enfisema pulmonar y, en otros casos al carcinoma
bronquial (Viada et al, 2017).%°

Artritis reumatoidea: Esta es una enfermedad inflamatoria
cronica, que afecta las articulaciones y sus tejidos alrededor, se
caracteriza por la presencia de macréfagos e infiltracion de
células T activadas. Los radicales libres influyen en esta
patologia en cuanto a la iniciacion y progresion de la misma

(Mora Aguero et al, 2019) %°.
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2.3.8.

2.3.9.

Enfermedades renales: La presencia de radicales libres induce
el reclutamiento de células inflamatorias y la produccion de
citoquinas proinflamatorias. Cuando este estimulo actia de
manera persistente sobre el tejido renal, se genera inicialmente
un estado de inflamacién con posterior abundancia de tejido
fibrético que potencialmente conlleva a falla renal (Mora Agiero
et al, 2019)%,

Polifenoles: Metabolitos secundarios que presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o
varios anillos fendlicos. Algunos son indispensables para las
funciones fisiolégicas vegetales. Otros participan en funciones
de defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos. Los
principales grupos de polifenoles son: &cidos fendlicos
(derivados del acido hidroxibenzoico o del &cido
hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos vy
flavonoides (Villanueva Alayo, 2016)3.

Los polifenoles pueden proteger las células contra el dafio
oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de varias enfermedades
degenerativas asociadas al estrés oxidativo causado por los
radicales libres (Villanueva Alayo, 2016)3'.

Flavonoides: Constituyen el grupo mas importante dentro de los
compuestos fendlicos, siendo los polifenoles mas distribuidos en
las plantas. Tienen bajo peso molecular que comparten el

esqueleto comun de difenilpiranos: dos anillos benceno unidos a
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2.3.10.

través de un anillo pirona o piran heterociclico (Garcia Vargas,
2008)%,

La estructura base de los flavonoides tiene el esqueleto de una
chalconay la accién de la enzima isomerasa la convierte en una
flavanona (Garcia Vargas, 2008)32.

Dentro de los flavonoides, se reconocen 6 y quizas 7 clases
principales, segun los grupos funcionales que posean: las
chalconas, las flavonas, los flavonoles, los flavandioles, las
antocianinas, los taninos condensados, y algunos autores
consideran también a las auronas, que otros integran a las
chalconas. Ellos son muy importantes para el desarrollo y buen
funcionamiento de las plantas, ya que actian como atrayentes
de animales en la oviposicion, como agentes protectores contra
la luz UV o contra la infeccidn por organismos fitopatdgenos;
ademas, estos compuestos presentan propiedades relacionadas
con la salud humana, lo cual estd basado en su actividad
antioxidante (Cartaya y Reynaldo, 2001)3,

Antocianinas: Las antocianinas, son un grupo de pigmentos de

color rojo hidrosolubles, ampliamente distribuidos en el reino
vegetal. Quimicamente, son glucosidos de las antocianidinas, es
decir, estan constituidas por una molécula de antocianidina,
llamada aglicona a la que se le une un azucar por medio de un
enlace B-glucosidico. El uso como colorantes alimenticios,

mejoran la apariencia total, puesto que son muy benéficas para
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la salud. Por ello, varios estudios muestran evidencia cientifica
que los extractos abundantes en estos compuestos pueden
mejorar la agudeza visual, mostrar actividad antioxidante,
atrapar radicales y actuar como agentes quimioprotectores. Es
conocido también que las antocianinas juegan un papel
importante en las propiedades antidiabéticas como control de
lipidos, secrecion de insulina y efectos vasoprotectivos (Oyola

Aguino, 2016)34.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1 TIPO, NIVEL Y DISENO DE LA INVESTIGACION

3.1.1

3.1.2

3.1.3

Tipo de investigacion: Aplicada

La investigacion aplicada se caracteriza por resolver un
determinado problema o planteamiento especifico, enfocandose
en la busqueda y consolidacion del conocimiento para una
posterior aplicacion que enriquecera el desarrollo cultural y
cientifico.

Nivel de investigacion: Descriptivo- Explicativo

Descriptivo: Consiste en llegar a conocer las situaciones,
costumbres y actitudes predominantes a través de la descripcién
exacta de las actividades. Es examinar caracteristicas del
problema escogido.

Explicativo: Se encarga de buscar el porqué de los hechos
mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto. Pues
establecemos la posible relacion entre la presencia del tipo de
metabolitos secundarios hallados y la actividad antioxidante que
presenta el extracto etandlico de las hojas de la especie en
estudio.

Disefio de la investigacion: Analitica

Se emplea este disefio porque se obtiene suficiente informacién
de la situacion en estudio, lo cual nos permite probar hipétesis en

el proyecto planteado. Incluyen un grupo de comparacion en el
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caso de la actividad antioxidante de un patron. Por lo tanto

estamos hablando también de un

transversal.

3.2 MATERIALES DE TRABAJO

3.21

Materiales de laboratorio
- Balones

- Fiolas

- Probetas

- Matraces Erlenmeyer

- Agitadores de vidrio

- Vasos de precipitado

- Tubos de ensayo

- Embudos

- Vasos de vidrio

- Espétulas de metal

- Pinzas metélicas

- Luna de reloj

- Soporte universal

- Aro de soporte

- Pipetas de 1mL, 5mLy 10mL
- Peras de bromo

- Propipetas

- Baguetas

- Micropipetas 100uL

disefio cuantitativo y
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3.2.2

3.2.3

- Micropipetas 1000uL

Material bioldgico

Hojas de Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”

Equipos

- Balanza analitica (BOECO)

- Evaporador rotatorio marca HEIDOLPH modelo LABOROTA
4000.

- Espectrofotdmetro UV/Vis 2100 (UNICO 2100)

- Bafio ultrasonido (UC-10)

- Estufal/incubadora Binder B-28

Reactivos

- Agua destilada

- Etanol 96°

- Alcohol 70°

- Diclorometano Q.P

- Metanol Q.P

- Hidréxido de Amonio 25%

- Acido clorhidrico Q.P

- Acetato de Sodio Q.P

- Tricloruro férrico Q.P

- Acido clorhidrico Q.P

- Acido acético glacial Q.P

- 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Sigma -Aldrich

- Reactivo 2,4,6, tripiridyl-s-triazina (TPTZ).
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- Trolox Hoffmann — La Roche
3.2.4 Otros

- Papel de filtro

- Papel de aluminio

- Guantes

- Guantes estériles

- Mascarillas

- Gafas protectoras

- Papel tissu

- Papel toalla

- Viales

- Micropipetas automaticas y tips para micropipetas

3.3 Poblacion y Muestra
Muestra vegetal: Hojas de la especie Tristerix chodatianus
(Patschovsky) Kuijt “Pupa”.
3.4 Métodos, técnicas y procedimientos de recoleccion de datos
3.4.1 Métodos y Técnicas
3.4.1.1 Recoleccién y clasificacion de la Muestra Vegetal:
La especie vegetal fue recolectada en el pueblo de Tambo
Quemado, Distrito de Leoncio Prado, provincia de Lucanas,
Departamento de Ayacucho ubicada de 3500 a 4500 m.s.n.m.
en abril del 2018 para su clasificacion taxonomica, en el

museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
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3.4.1.2

3.4.1.3

de San Marcos (N°127-USM-2018) segun el sistema de
Cronquist (1988).

Para el presente estudio una segunda colecta en diciembre
del 2019.

Tratamiento de la muestra vegetal

Una vez hecha la recoleccion, se seleccionaron las hojas en
buen estado, las mismas que se secaron en un ambiente
ventilado bajo sombra durante un periodo de 15 dias.

Al cabo del tiempo, se estabilizaron en una estufa a 35°C,
hasta peso constante.

Posterior a ello, la muestra fue fraccionada manualmente

hasta un tamano adecuado.

Obtencion del extracto etandlico

Se utilizé 1 kg de hojas secas y molidas, la extraccion se
realizé mediante el método de maceracién durante 15 dias,
utilizando como solvente etanol 96°.

Posteriormente se filtr6 y el marco obtenido se sometié a
reflujo por 4 horas; usando como solvente etanol 96°.

Los filtrados obtenidos fueron concentrados en un evaporador

rotatorio a presion reducida a 45 °C hasta sequedad.
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3.4.1.4 Screening fitoquimico:

Con el fin de identificar los grupos de metabolitos secundarios
se realizé una marcha fitoquimica al extracto obtenido, la cual
se baso en la extraccion por solventes de diferente polaridad,
en el que se obtuvieron 5 fracciones denominadas A, B, C, D,
E y F; las mismas que fueron sometidas a reacciones de
coloracion y/o precipitacion para la identificacion de grupos de
metabolitos secundarios (Albites Quispe y Cabezudo
Sayritupac, 2009)3® (Lock, 2016)36

Obtencién de Fracciones:

Se us6 100 g. del material seco y molido, se maceré por 20
horas con etanol y posteriormente se sometié a reflujo por 4
horas. Se filtré en caliente y se separ6 2 mL al que se le llamo
Fraccion A. El resto se concentr6 a sequedad y presion
reducida en un evaporador rotatorio a una temperatura de 45
°C.

Luego se realizd una extraccion con HCI al 1% (2x100mL), se
filtr6 y se obtuvo dos partes:

Insoluble: Se lavé hasta pH neutro con agua destilada,
seguidamente se disolvié con 5mL de diclorometano, se seco
con sulfato de sodio anhidro, se filtré y este filtrado constituyo

la Fraccion B.
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Solucion Acida: Se filtr6 y alcalinizé con hidroxido de amonio,

se extrajo con diclorometano (2x100mL); se obtuvieron dos
fases:

- Fase Diclorometanica: Se lavo con 10 mL de agua destilada,
luego la fase diclorometanica se secé con sulfato de sodio
anhidro, se filtré obteniéndose la Fraccion C.

- Fase Acuosa: Se satur6 con 5g de sulfato de sodio anhidro
y se extrajo con diclorometano: etanol (3:2) (2x100mL). Se
obtuvieron dos fases:

*Fase Orgéanica: (Diclorometanica-etandlica). Se lavo con
solucion de sulfato de sodio anhidro (10 mL) reuniendo las
fases acuosas. Seguidamente la fase organica se deshidrato
con 1g de sulfato de sodio anhidro. Se filtr6 y esto constituyo
la Fraccion D.

*Fase Acuosa: A esta se adiciond los residuos acuosos
obtenidos del lavado de la fase orgéanica; constituyendo la
Fraccion E.

Por otro lado, se mezclé 1g de droga seca con 20mL de agua
y se agitd. Se hirvio durante 15 minutos. Luego se procedi6 a
filtrar en caliente y completar a volumen (10 mL) a través del
filtro, se dejo enfriar a temperatura ambiente constituyendo la
Fraccion F.

Posteriormente se realizaron ensayos para determinar la

presencia de metabolitos secundarios.
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Reacciones sobre las fracciones:

FRACCION A

Deteccion de Taninos:

e Reaccion de Gelatina- sal: Se vierte 0.5 mL de extracto
sobre 5 mL de solucion de NaCl 5%, gelatina 1% y gelatina-
sal la precipitacion con este ultimo reactivo o con ambos el
1° y 2° es indicativo de la presencia de taninos, si
solamente ocurre con el 1°, podria ser un falso positivo.

e Reaccion de Cloruro Férrico: En un tubo de ensayo se
coloca 0.5 mL. de la Fraccién Ay se le agreg6 una gota de
solucion acuosa de FeCls 1%.

La reaccion es positiva cuando aparecen colores azul-
negro, verde o azul verdoso.

Deteccion de Aminoécidos:

e Reaccion de Ninhidrina: Sobre tiras de papel de filtro se
coloca con una pipeta capilar:

a) Una gota de Fraccion A + una gota del reactivo

Ninhidrina al 2%.

b) Blanco: Solucién etandlica de ninhidrina al 2%.

c) Testigo: una gota de solucion de metionina 5%.
Luego del secado a temperatura ambiente las tiras de
papel se colocan en la estufa a 110 -120°C hasta la
aparicién de un color en el blanco. Se compara con la

mancha azul violacea de la solucion testigo. La reaccion es
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positiva si el papel de la muestra presenta un color azul
violaceo.

Deteccion de Flavonoides:

e Reaccion de Shinoda: En una placa se vierten 3 gotas, de
la Fraccion A, 5 limaduras de Mg., y 2gotas de HCI
concentrado. La reaccion es positiva cuando aparecen
tonos de color rojo, anaranjado y violeta.

FRACCION B

Deteccidn de Triterpenoides y/o Esteroides:

e Reaccion de Liebermann Burchard: Sobre 1 mL de la
Fraccion se adiciona 5 gotas de acido acético y 3 mL de
anhidrido acético/acido sulfarico (50:1).

La reaccion es positiva si aparecen colores verdes, azul
verdoso (vias rojo o azul).

Deteccion de Antraquinonas:

e Reaccion de Borntrager: Sobre el resto de la Fraccion B,
disuelta en diclorometano, se agregan 5 mL de NaOH 5%
y se agita suavemente. La reaccion es positiva si la fase
acuosa toma un color rojo.

FRACCION C

Deteccién de Esteroides y/o Triterpenoides: Reaccion de

Liebermann Burchard.
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Deteccion de Alcaloides:

El resto de la Fraccién C se evapora a sequedad y luego se
agrega 2 mL de HCI 1%, filtrar. Se realizan las reacciones de
precipitacion, de Dragendorff, Mayer, Hager, Wagner.

La reaccion es positiva si aparece un precipitado.

FRACCION D

Se evaporo a sequedad y luego se agregé 2,5 mL de etanol,

efectuandose las siguientes reacciones:

Deteccion de Flavonoides: Reaccion de Shinoda.

Deteccidén de Leucoantocianidinas y catequinas:

e Reaccion de Rosenheim: A 0,2 mL de la Fraccion D se
adiciona 0,1 mL de HCI concentrado, se calienta durante
10 minutos a 100°C. Enfriar, luego se adiciona 2 mL de
agua y 0,4 mL de alcohol amilico, agitar y observar el color
en la fase amilica. La reaccién se considera positiva si
aparece un color que va desde el rosado débil hasta
carmesi oscuro.

Si es rojo indica presencia de antocianidinas. Si es marron
indica presencia de catequinas.

Deteccion de Cardendlidos: Reaccion de kedde.
Deteccién de Esteroides y/o Triterpenoides: Reaccion
de Liebermann Burchard.

Deteccién de Alcaloides: Reaccion de Mayer,

Dragendorff, Hager y Wagner.
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FRACCION E

Deteccion de Flavonoides: Reaccién de Shinoda.
Detecciobn de Leucoantocianidinas: Reaccion de
Rosenheim.

FRACCION F

Deteccién de Saponinas:
Prueba de espuma: En dos tubos de ensayo se agitan 2.5
mL de extracto por un minuto. Dejar reposar 15 minutos y
observar la formacion de espuma. Se considera negativa la
reaccion si la altura de la espuma es menor de 5 mm.
3.4.1.5 Método del Poder Antioxidante de Reduccion Férrica
(FRAP).

FUNDAMENTO DEL METODO FRAP:

Se basa en la capacidad que presentan los compuestos
antioxidantes para donar electrones y reducir el i6n férrico a
ferroso en medio acuoso acido. La reaccion mide la reduccion
del 2,4,6,-tripiridil-s-triazina (TPTZ) a un producto coloreado
gue se determina espectrofotométricamente a 593 nm. La
reaccion detecta compuestos con potenciales de reduccién <
0,7 V, tal que este método es Util para un screening de la
capacidad para mantener el status redox en células y tejido.

Este método ha sido aplicado a muestras bioldgicas,
principalmente plasma y suero, para conocer la influencia de

la ingestion de bebidas como el vino en el estado oxidativo,
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asi como en frutas y verduras. Asimismo, modificaciones de
este método han sido utilizadas para medir la actividad de
flavonoides puro, principalmente flavonoles y flavonas y
establecer relaciones estructura-actividad. La desventaja de
este método es que solo mide la capacidad de reduccion del
ion férrico, lo cual no es relevante desde el punto de vista
fisiologico. La absorcion (593 nm) en el método original se
realiza a los 4 minutos, sin embargo, esta no se detiene,
incrementandose suavemente incluso después de varias
horas en algunos polifenoles (Valenzuela Bustamante,
2019)%.

DESCRIPCION DEL METODO FRAP:

Primero se preparé el reactivo de trabajo, el cual es una
mezcla de tampo6n acetato 300 mM (pH = 3.6), TPTZ 10 mM
en HCL 40 mM, y tricloruro férrico (FeCI3. 6H20) 20 mM en
una proporcion 10:1:1 (v: v: v), una vez preparado, se afiadio
3 mL de este reactivo en una cubeta, y se midi6 la
absorbancia (blanco) a 593 nm.

Luego se agregaron 100 pL de las soluciones de los extractos
y se agitd vigorosamente durante 30 segundos. Después de
6 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se realizo
la lectura de absorbancia nuevamente a 593 nm; al resultado

se le resto el valor del blanco.
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3.4.1.6

La muestra se ensayo en varias concentraciones realizando 5
diluciones. Todas las diluciones se ensayaron por triplicado.
Los resultados se expresaron en relacion al trolox. Para ello
se realizo diariamente una curva de calibracion en un intervalo
de concentraciones de 1.00 a 0.03 mMy se procedi6 igual que
la muestras. Todos los puntos de la curva se realizaron por
duplicado. Para la comparacion de los resultados se
extrapolaron los valores de la muestra en la curva estandar
para expresar la actividad antioxidante en relacion a los
milimoles de trolox (Alarcon Arias, Salcedo Paucar y Sosaya
Salazar,2018)°.

METODO DPPH:

FUNDAMENTO DEL METODO DPPH

El método que se empled en este trabajo es el propuesto por
Brand-Williams et al. (1995) con algunas modificaciones.
Dicho radical tiene un electrén desapareado y presenta un
color violeta el cual cambia a amarillo palido en presencia de
una sustancia antioxidante, se midié esta reaccién en un
espectrofotometro (Sanchez Chagua y Ramos Aparcana,
2013)38,

DESCRIPCION DEL METODO DPPH

El radical libre y estable DPPH, es una sustancia que mide la
capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad

antioxidante.
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La solucion del reactivo de DPPH es de color violeta y
presenta una absorbancia a 518 nm. La reaccidn consiste en
la sustraccion de un atomo de hidrégeno proveniente de un
donador (compuesto puro o0 extracto) por el radical libre
DPPH, desarrollando un cambio del color violeta a amarillo a
medida que disminuye la concentracion del radical libre; el
gue se lee en el espectrofotometro después de veinte a treinta
minutos de reaccion. La reaccion entre la sustancia a evaluar
y el DPPH.

Preparacion del DPPH: se prepar6 pesando 3,9 mg de DPPH

en un matraz aforado previamente tarado y se disolvié en 100
mL de metanol. La solucién se coloc6 en un sonicador para
asegurar la buena disolucion y luego comprobar que la
absorbancia a 517 nm esté ente 0,9y 1,1.

Ensayo con muestras: Se hicieron las diluciones

correspondientes en etanol. De estas soluciones, se tom6 0,1
mL al que se le adicion6 2,9 mL de la solucion de DPPH, se
agité vigorosamente y se dejaron reposar en la oscuridad.
Pasado 30 minutos las muestras fueron leidas en un
espectrofotometro de UV/VIS a 517 nm. El blanco fue metanol
en lugar de la solucion antioxidante. El ensayo se realizo por
triplicado.

Los resultados experimentales se expresaron como el valor

ICs0, es decir, la concentracion de la muestra problema que
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3.4.2

3.4.3

3.44

produce una inhibicion del 50% del radical libore DPPH
(Alarcon Arias, Salcedo Paucar y Sosaya Salazar,2018)°.
Lugar de lainvestigacion
Universidad Nacional San Luis Gonzaga, Facultad de Farmacia
y Bioquimica, Departamento de Quimica Farmacéutica,
Departamento de Ciencias Quimicas.
Técnicas de procesamiento de la informacion
3.4.3.1 Recoleccion de datos analiticos
Se realiz6 en los cuadernos de trabajos donde se
registraron los resultados obtenidos de las aplicaciones
de las técnicas analiticas empleadas en cada caso.
3.4.3.2 Procesamiento de datos
Los datos fueron procesados en el Programa Microsoft
Excel 2013 y se expresan como promedios a partir de
los cuales se elaboraron los graficos respectivos.
Analisis estadistico
Los datos obtenidos durante los procesos de analisis de la
determinacion de la actividad antioxidante serdn sometidos a
técnicas de analisis paramétricas como: determinaciéon del
promedio y la desviacién estandar, y técnicas no paramétricas
como el coeficiente de correlacion para poder hallar ICso 0 el

TEAC de acuerdo al método aplicado.
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3.4.5 Contrastacion de hipoétesis
En el presente estudio se realiz la contrastacion de las hipotesis
especificas mediante la aplicacion de la estadistica, haciendo
uso del programa SPSS version 25, teniendo en cuenta un nivel
de significancia de 0,05.
Considerando:
HIPOTESIS ESPECIFICA 1
Ho: El extracto etanodlico obtenido de las hojas de la especie
vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa” no
presenta actividad antioxidante por el método DPPH.
Hi: El extracto etanodlico obtenido de las hojas de la especie
vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”
presenta actividad antioxidante por el método DPPH.
Como el nivel de significancia bilateral (0,001) es menor que
0,05; trabajando con un nivel de confianza del 95%, se rechaza
la hipétesis nula (Ho), aceptandose por ende la hipétesis alterna

(Ha).

62



HIPOTESIS ESPECIFICA 2

Ho: El extracto etanolico obtenido de las hojas de la especie
vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa” no
presenta actividad antioxidante por el método FRAP.

Hi: El extracto etanodlico obtenido de las hojas de la especie
vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”
presenta actividad antioxidante por el método FRAP.

Como el nivel de significancia bilateral (0,000) es menor que
0,05; trabajando con un nivel de confianza del 95%, se rechaza
la hipotesis nula (Ho), aceptandose por ende la hipoétesis alterna

(Ha).

Por lo tanto, se acepta la hipétesis alterna general.
Hi: El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie
vegetal Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”

presenta actividad antioxidante.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS:
Clasificacion taxonémica
Como resultado de la Clasificacion Taxondmica segun la Clasificacion

de Cronquist (1988) y determinado por el Blgo. Severo Baldeon

Malpartida.
REINO: PLANTAE
DIVISION: MAGNOLYOPHITA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: SANTANALES
FAMILIA: LORANTHACEAE
GENERO: Tristerix

ESPECIE: Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt

Nombre vulgar: Pupa, Popa

Célculo del rendimiento del extracto etanélico
1000 g de hojas secas y molidas ------------ 100 %

400 g de extracto etanolico - X

400 g extracto etandlico
X

= 100 =409
1000 g hojas secas y molidas i %
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Tabla 1. Resultado de la marcha fitoquimica del extracto etandlico de hojas

de la especie Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”.

Fracciones Reaccion Metabolitos Resultados
Shinoda Flavonoides +
Tricloruro férrico Grupos fendlicos +
A Gelatina Taninos -
Ninhidrina Aminoacidos +
Liebermann-Burchard Triterpenos y/o +
esteroides
B Naftoquinonas y/o
Borntragen antraquinonas i
Dragendorff, Mayery Alcaloides -
Wagner )
c Triterpenos y/o +
Liebermann-Burchard  esteroides
Dragendorff, Mayery  Alcaloides
Wagner -
Shinoda Flavonoides *
D Liebermann-Burchard Triterpenos y/o +
Rosenheim esteroides +
Leucoantocianidinas
Shinoda Flavonoides +
E
Rosenheim Leucoantocianidinas +
F Espuma Saponinas +

Fuente: El autor; signo + indica presencia, signo — indica ausencia
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Tabla 2. Valores de la curva de calibracién de Trolox por el método

FRAP.
Concentracion | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia
de trolox (mM) inicial final corregida
0,5 0,162 0,764 0,602
0,25 0,162 0,520 0,358
0,125 0,162 0,387 0,225
0,0625 0,162 0,302 0,140
0,03125 0,162 0,245 0,083
Fuente: El autor
La absorbancia final es el promedio de dos lecturas.
Trolox
0.7
y =1.0816x + 0.072
06 R2=0.993
0.5
% 0.4
§ 0.3
Q0
<
0.2
0.1
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Concentracién (mM)

Figura 5. Curva de calibracién de trolox para la actividad
antioxidante por el método FRAP.
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Tabla 3. Actividad antioxidante por el método de FRAP del extracto

etandlico de hojas de Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”.

Extracto | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | mM de
(mg/mL) | inicial final corregida trolox
0,0625 0,162 0,352 0,190 0,109
0,1250 0,162 0,474 0,312 0,222
0,2500 0,162 0,680 0,518 0,412
0,3125 0,162 0,784 0,622 0,509
0,3750 | 0,162 0,862 0,700 0,581

Fuente: El autor

La absorbancia final es el promedio de tres lecturas

La equivalencia a mM de trolox se obtiene a partir de la ecuacion de la curva de

calibracion de la Fig. 5

0.7

mEq Trolox
© © © © o
N w EY (6] ()]

o
i

o

y =1.5193x + 0.0248
R*=0.9968

0 0.05

0.1 0.15

0.2 0.25 0.3

Concentracion del extracto (mg/mL)

0.35 0.4

Figura 6. Correlacion entre concentraciones del extracto y mM
equivalentes de trolox.

TEAC = 0,642 mg/mL de extracto & 1 mM de trolox

Nota: se obtiene de la ecuacion de la figura 6

67



Tabla 4. Actividad antioxidante por el método DPPH del extracto etandlico

de hojas de Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”.

Concentracion Absorbancia Porcentaje de | ICso (mg/mL)
del extracto promedio inhibicion extracto
(mg/mL) DPPH
0,0625 0,817 13,09
0,1250 0,737 21,60
0,2500 0,505 46,28 0,2420
0,3125 0,321 65,85
0,3750 0,151 83,94
Blanco 0,940 -

Fuente: El autor

La Absorbancia es promedio de 2 lecturas de cada concentracion

90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

Porcentaje de inhibicion

Determinacion IC 50

y =226.58x-4.8318
R*=0.9821

ot

0.05 0.1 0.15

0.2 0.25 0.3

Concentracion del extracto mg/mL

0.35 0.4

Fig. 7 Correlacion de concentracion del extracto etanolico de hojas de

Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa” vs porcentaje de

inhibicion del radical DPPH.

ICs0 se obtiene mediante la curva de la figura 7.
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4.2.Discusion
En el presente trabajo de investigacion, se determinaron los
fitoconstituyentes del extracto etandlico de hojas de la especie Tristerix
chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa” y capacidad para reducir el
hierro férrico (Fe*3) presente en un complejo con la 2, 4, 6-tri (2-piridil)-
S-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?), (FRAP), asi como su
capacidad antioxidante frente al 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); con
el propdsito de contribuir con evidencias a comprobar algunas de las
propiedades atribuidas por la medicina popular en la prevencion y

tratamiento de patologias relacionadas al estrés oxidativo.

Se realizé un screening, tamizaje o marcha fitoquimica, que permitio
determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes
quimicos de la planta, a partir del cual, puede orientarse las
extracciones y/o el fraccionamiento de los extractos eligiendo los
grupos de mayor interés para el investigador. En el presente trabajo de
investigacion los grupos de mayor interés estaban constituidos por las
fracciones A, D y E puesto que las pruebas ejecutadas sobre ellas
permitieron determinar la presencia de metabolitos con actividad
antioxidante teniendo en cuenta las referencias bibliograficas

(Cabanillas Vargas y Chavez Alcantara, 2018)3°.

En la tabla 1 se muestra los metabolitos secundarios identificados en

la marcha fitoquimica del extracto etanolico de hojas de la especie
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Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”; siendo estos grupos
fendlicos libres, flavonoides, grupos aminos libres, esteroides y/o
terpenoides, leucoantocianidinas, catequinas y saponinas.

Los metabolitos secundarios mencionados son similares a los
encontrados en el trabajo realizado por Albites et al. (2009).

La presencia de grupos fendlicos libres se determind al realizar la
prueba de tricloruro férrico; la cual evidencio un color azul verdoso al
final de la reaccion, caracterizandola como positiva. La capacidad de
los polifenoles para modular la actividad de diferentes enzimas, y para
interferir en mecanismos de sefalizacion y en distintos procesos
celulares, puede deberse, en parte, a las caracteristicas fisicoquimicas
de estos compuestos, que les permiten participar en distintas
reacciones metabdlicas celulares de 6xido-reduccion. Sus propiedades
antioxidantes justifican muchos de sus efectos beneficiosos (Cabanillas
Vargas y Chavez Alcantara, 2018)%°.

La presencia de flavonoides se manifestd al realizar la prueba de
Shinoda; la cual evidencio un color rojo magenta al final de la reaccion;
caracterizandola como positiva. La reaccion de Shinoda permite
distinguir algunos tipos de flavonoides: coloracién naranja con las
flavonas, rojo cereza con los flavonoles y violeta con las flavanonas;
por lo que la coloracion obtenida en nuestro caso sugiere la presencia
de flavonoles; presencia que se pudo confirmar teniendo en cuenta los
flavonoides aislados en el trabajo realizado por Medrano et al (2017)

como Quercitrina, Quercetina, Rutina. En esta reaccion, el magnesio
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metalico es oxidado por el HCI concentrado, dando como productos al
hidrogeno molecular, que es eliminado en forma de gas y el cloruro de
magnesio, que es el que forma complejos con flavonoides dando
coloraciones caracteristicas (Sanchez Llaro y Vega Vasquez, 2012)%°.
La presencia de grupos aminos libres se determing al realizar la prueba
de Ninhidrina; la cual fue positiva al observar que el papel de la muestra
presentd un color azul violaceo; color que en su mayoria se forma en
contacto con aminoacidos cuyo grupo amino es primario.

Asimismo, la presencia de esteroides y/o terpenoides se manifesto al
realizar la prueba de Liebermann- Burchard; la cual fue positiva al
observarse un color verde. Los triterpenos de origen vegetal, cuya
abundancia es reconocida, han sido reportados como compuestos con
diversas propiedades dependientes de la dosis, entre las que resaltan
el efecto anticancerigeno, funcidon hepética, biliar y propiedades
antiinflamatorias y antihipertensivas (Cely Veloza, Matulevich Javier y
Castrillon William, 2014)*2.

La presencia de leucoantocianidinas y/o catequinas se determiné al
realizar la prueba de Rosenheim; la cual se considerd positiva al
observar un color carmesi oscuro. Es necesario mencionar que las
leucoantocianinas son precursores de las antocianinas, catequinas y
taninos.

Las antocianinas se caracterizan por tener una deficiencia de
electrones debido a su particular estructura quimica, que las hace muy

reactivas frente a los radicales libres presentes en el cuerpo. Por
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consiguiente, pueden ser potentes antioxidantes naturales (Cabanillas
Vargas y Chavez Alcantara, 2018)%° (Pefarrieta, Tejeda, Mollinedo,
Vila 'y Bravo, 2014)%,

Debido a su capacidad antioxidante, las antocianinas (glucosidos de
antocianidinas) y antocianidinas se asocian como compuestos
beneficiosos para la salud. Por ejemplo, su consumo se ha asociado
con la prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo, como la enfermedad cardiaca coronaria y el cancer
(Pefarrieta et al., 2014)%.

Por otro lado, las catequinas se consideran compuestos bioactivos. Por
ejemplo, el consumo de catequina de los alimentos se asocia con la
inhibicion de la trombosis arterial, la actividad antiinflamatoria, la
reduccion del colesterol total y lipoproteina de baja densidad en vivo
como parte de su capacidad antioxidante (Pefiarrieta et al., 2014)*3,
Para la identificacion de saponinas, la formacion de espuma por mas
de 15 minutos y con una altura mayor a 5 mm indicé su presencia.

Las saponinas son glicosidos hidrosolubles, con propiedades
tensoactivas y hemoliticas, ambas atribuidas a sus caracteristicas
estructurales de naturaleza anfifilica. Estos metabolitos también
pueden ejercer una amplia actividad biolégica y farmacoldgica,
destacandose su efecto piscida, insecticida, anti-protozoos,
antiinflamatorio, leishmanicida, anti-trichomonas, antiagregante
plaguetario, broncolitico, hipocolesterolémico asi como su actividad

citotoxica frente a varias neoplasias(Mena Valdéz, Tamargo Santos,
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Salas Olivet, Plaza Paredes, Blanco Hernandez, Otero Gonzéalez y
Sierra Gonzalez, 2015)*4.

Con respecto a la determinacion de la actividad antioxidante por ambos
meétodos, es necesario considerar que el ajuste lineal realizado a cada
experimento no genera la ecuacion real de la curva; por lo que, al
momento de aplicar la formula, los resultados obtenidos presentan
ligeras variaciones con respecto a la curva real a la que se denomina
error tipico.

En la tabla 2 observamos los valores de la concentracion de las
diluciones preparadas del Trolox (mM) y sus correspondientes
absorbancias corregidas; las que se calcularon a través de la diferencia
de la absorbancia final y la absorbancia inicial; valores que serviran
para generar la curva de calibracion para la determinacion de la
actividad antioxidante por el método FRAP.

En la Figura 5 observamos la curva de calibracion de Trolox, al cual se
le realizé un ajuste lineal que genero la siguiente ecuacion:

y = 1,0816x + 0,072; con una pendiente de 1,0816 y un intercepto de
0,072; teniendo un coeficiente de determinacion (R?) de 0,993, que
representa que el 99.3% de los datos se encuentran cercanos a la recta
y no presenta alta varianza, lo que indica una buena linealidad.

En la Tabla 3, podemos observar los valores de las concentraciones
preparadas del extracto etandlico (mg/mL), sus correspondientes

absorbancias corregidas y su respectiva actividad antioxidante
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expresada como mM equivalentes de Trolox, los cuales fueron
calculados a partir de la ecuacion en la Figura N°5.

En la figura N°6, se observa el grafico que vincula la concentracion de
las muestras preparadas del extracto etandlico (mg/mL) con su
actividad antioxidante expresadas en milimoles equivalentes al Trolox,
al cual se le realizé un ajuste lineal, obteniendo la siguiente ecuacion:
y =1,5193x + 0,0248; con una pendiente de 1,5193 y un intercepto de
0,0248; teniendo un coeficiente de determinacion (R?) de 0,9968; que
refiere que el 99,68% de los datos se encuentran cercanos a la recta;
por lo tanto, posee una buena linealidad.

La ecuacion generada por el grafico de la figura N°6, nos permitid
calcular la capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC) del
extracto etandlico de hojas de la especie Tristerix chodatianus (Patsch.)
Kuijt “Pupa” cuyo valor fue de 0,642 +/- 0,008 mg/mL.

Con respecto a la determinacion de la actividad antioxidante del
extracto etandlico por el método DPPH, en la tabla N°4 podemos
observar las concentraciones del extracto, sus absorbancias promedio,
porcentajes de inhibicién de DPPH y la concentracién inhibitoria media
méaxima (ICso), la que se calculé a partir de la ecuacion generada por el
gréafico de la figura N°7: y= 226,58x — 4,8318, con una pendiente de
226,58 y un intercepto de — 4,8318, teniendo un coeficiente de
determinacién de (R?) de 0,9821, el cual refiere que el 98,21% de los

datos se encuentran cercanos a la recta; por lo tanto, posee una buena
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linealidad. En consecuencia, el valor del ICso fue de 0,2420 +/- 0,02

mg/mL.
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CONCLUSIONES

1. Elextracto etandlico de hojas de Tristerix chodatianus (Patschovsky)
Kuijt “Pupa” tiene un rendimiento de 40% y los metabolitos
secundarios identificados en el extracto etandlico de hojas de la
especie fueron: grupos fendlicos libres, flavonoides, grupos aminos
libres, esteroides y/o terpenoides, leucoantocianidinas, catequinas y

saponinas.

2. El extracto etandlico de hojas de la especie Tristerix chodatianus
(Patschovsky) Kuijt “Pupa” presenta actividad antioxidante por el
método FRAP, con una capacidad antioxidante equivalente al Trolox

(mM) de 0,642 +/- 0,008 mg/mL.

3. El extracto etandlico de hojas de la especie Tristerix chodatianus
(Patschovsky) Kuijt “Pupa” presenta actividad antioxidante por el
método DPPH; con una concentracién inhibitoria media maxima

(ICs0) de 0,242 +/- 0,02 mg/mL.
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RECOMENDACIONES

1. A la comunidad académica interesada en el conocimiento de las
propiedades medicinales de la biodiversidad de la flora del pais;
desarrollar mas investigaciones sobre distintas especies, tanto
conocidas como por conocer que permitan brindar un mejor

panorama de las mismas para una futura aplicacién terapéutica.

2. Continuar los estudios de investigacion para el aislamiento y
purificacion de los fitoconstituyentes que permitan la posterior

formulacién de fitofarmacos con actividad antioxidante.

3. Continuar con el estudio de la actividad antioxidante de Tristerix
chodatianus; utilizando otros métodos para la evaluacion de la

misma.
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¢Presenta el

extracto
etandlico
obtenido a
partir de las
hojas de la
especie vegetal
Tristerix
chodatianus
(Patschovsky)
Kuijt “Pupa”
actividad

antioxidante?

Estudiar aspectos fitoquimicos y
evaluar la actividad antioxidante del
extracto etandlico obtenido a partir de
las hojas de Tristerix chodatianus
(Pastchovsky) Kuijt “Pupa”

Determinar el rendimiento del
extracto y establecer la presencia de
metabolitos secundarios en el
extracto etandlico obtenido a partir de
las hojas de la planta Tristerix
Chodatianus  (Patschovsky)  Kuijt
“Pupa”.

Determinar la capacidad antioxidante
del extracto etandlico de las hojas de
Tristerix Chodatianus (Patschovsky)
Kuijt “Pupa”.

Determinar la capacidad antioxidante
del extracto etandlico de las hojas de
Tristerix chodatianus (Patschovsky)
Kuijt “Pupa” frente al 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH).

ANEXO N°01: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: ESTUDIO FITOQUIMICO Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE LA
ESPECIE Tristerix chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa”.

Descripcion: La especie Tristerix chodatianus es un arbusto el
cual es una hemiparasita que coloniza principalmente especies de
Polylepis (Rosaceae) en los Andes de Perl. Polylepis incana
Kunth es una de las hospederas de T. chodatianus. Presenta
inflorescencia y hojas de punta esclerética.

Habitat: Tristerix chodatianus es una especie endémica que se
distribuye a lo largo de la cordilla de los Andes; en el Perd se
encuentra entre los departamentos de Ayacucho, Huancavelica y
Lima, crece en las cuestas rocosas a 3500-4500 m.s.n.m.

Usos tradicionales: Los datos de los usos medicinales fueron
obtenidos por parte de los pobladores de Tambo Quemado, distrito
de Leoncio Prado, provincia de Lucanas, departamento de
Ayacucho — Per, quienes usan las hojas de esta especie vegetal
en infusiones para aliviar infecciones genitourinarias.

Oxidacién. Es una reacciéon quimica de transferencia de
electrones de una sustancia a un agente oxidante. Esta reaccion
puede provocar la produccién de radicales libres lo cual ocasiona
dafio a las células.

Dos tipos de especies reactivas pueden iniciar la reaccion de
oxidacion: los radicales libres, y las especies reactivas derivadas
del oxigeno (ROS).

Antioxidantes: Son nutrientes capaces de neutralizar la accion
oxidante de los radicales libres, sin perder su estabilidad
electroquimica. Actdan donando electrones y evitando que los
radicales libres los capten de las células.

Antioxidantes primarios o tipo |

Los llamados antioxidantes primarios previenen la formaciéon de
nuevas ERO. Esto se consigue convirtiendo las ERO en moléculas
menos perjudiciales, antes de que puedan reaccionar, o evitando
su produccién a partir de otras moléculas.

Antioxidantes secundarios o tipo Il

Los antioxidantes secundarios capturan los radicales y evitan las
reacciones en cadena. Retardan la oxidacion por vias de acciones
indirectas incluyendo quelacion de metales, reparacion de
antioxidantes primarios donandoles atomos de H o electrones,
descomposicién de H202 en especies no radicalarias, absorcion
de luz ultravioleta, etcétera.

INDEPENDIENTE

Extracto  etandlico ; ; iR
: Lo = Tipo, nivel y disefio

dceh hojas de Tristerix | 4 |4 investigacion
Chodatianus « Tipo: Aplicada

Ho: El extracto etandlico obtenido de las | T uPa’ « Nivel:

hojas de la especie vegetal Tristerix Descriptivo-

chodatianus (Patschovsky) Kuijt “Pupa” no DIMENSI.ONE,S:. . Explicgtivo

presenta alta actividad antioxidante. EStUd'p fitoquimico: e Disefio:
Reacciones de Anall’tic;)

Hy: El extracto etandlico obtenido de las | identificacion — de

hojas de la especie vegetal Tristerix Metabé)llt_os_ = Muestra

chodatianus (Patsch) Kuijt “Pupa”presenta | Secundarios: Muestra vegetal

alta actividad antioxidante. C_;rupos feno_llcos HOJAS DE LA
libres, flavonoides, o
grupos aminos ESPE(_:IE Tristerix
libres, esteroides y/o chodatianus "
terpenoides, SPatsc"hovsky) Kuijt
leucoantocianidinas, Pupa’.
etc.

El extracto etandlico obtenido de las hojas | pEPENDIENTE

de la especie vegetal Tristerix chodatianus

(Patschovsky)  Kuijt “Pupa” presenta | actividad

metabo_lltos secundanos_ de  tipo: | antioxidante

flavonqdes, _ _ alcalollde_s y TECNICAS E

esteroides/triterpenoides principalmente. DIMENSIONES: INSTRUMENTOS:

El extracto etandlico obtenido de las hojas

de la especie vegetal Tristerix chodatianus | Poder Antioxidante | Métodos de analisis

(Patschovsky) Kuijt “Pupa” presenta alta | de Reduccién | fisicos

actividad antioxidante por el método | Férrica (FRAP).

DPPH. Métodos de analisis

El extracto etandlico obtenido de las hojas | Inhibicion frente al | espectrofotométricos.

de la especie vegetal Tristerix chodatianus | radical libre  2,2-

(Patschovsky) Kuijt “Pupa” presenta alta | Difenil-1-

actividad antioxidante por el método | Picrilhidraizil

FRAP. (DPPH).
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ANEXO N°02:
Tabla 5. Correlacion de Pearson para la determinacion de la actividad

antioxidante por el método DPPH

Correlaciones

cc del extracto  Porcentaje de

(malmL) inhikician

cc del extracto  Correlacidn de Pearson 1 991"
(mag/mL) _ ,

3ig. (hilateral) 001

I A 5
Forcentaje de  Correlacion de Pearson ,991“ 1
inhikicion o

3ig. (hilateral) 001

W ] ]

** Lacorrelacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

Tabla 6. Correlacién de Pearson para la determinacion de la actividad

antioxidante por el método FRAP

Correlaciones

cc de extracto

etandlico
(mg/mL) mM TROLOX
cc de extracto Correlacion de Pearson 1 ,998™
etandlico (mg/mL) : ,
Sig. (bilateral) ,000
N 5 5
mM TROLOX Correlacion de Pearson ,998™ 1
Sig. (bilateral) ,000
N 5 5

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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ANEXO N°: 04

- o UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 100,
i Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA

Msco de
VICERRECTORADQ DE INVESTIGACION Y POSGRADO E‘.;;"E:E IP
L UNMSM /
SRS MUSEO DE HISTORIA NATURAL K 027

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°127-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Juan Diego ALARCON ACURNA,

estudiante de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis
Gonzaga de Ica; sido estudiada y clasificada como: Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt ;

Y tiene la siguiente posicidn taxonémica, segln el Sistema de Clasificacién de Cronquist
(1988),

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: SANTALALES
FAMILIA: LORANTHACEAE
GENERO: Tristerix
ESPECIE: Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt
Nombre vulgar: “Pupa
Determinado por: Blgo. Severo Baldeén Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente,

Lima, 17 de abril de 2018

ACE/ddb
Av. Arenales 1256, Jestis Maria Teléfono: E-mail: museshn@ummsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Liviat 14, Persi G19-7000 anexs 5701, 5703, 5704 bttpilimuseabn.soemsm.edv. pe

Fig. 8 Constancia de Clasificacion taxonémica de Tristerix chodatianus

(Patschovsky) Kuijt “Pupa”
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ANEXO N° 05

Fig. 9 Secado y seleccion del material vegetal
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ANEXO N° 06

Maceracion

Concentrado

Extracto seco

Fig. 10 Obtencion del extracto etandlico por maceracion
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ANEXO N° 07

Reflujo

Concentrado Extracto seco

Fig. 11 Obtencién del extracto etandlico por reflujo
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ANEXO N° 08

Materiales de laboratorio

Fig. 12 Obtencion de fracciones
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ANEXO N° 09

Deteccion de
leucoantocianidinas/
cateauinas

Deteccion de saponinas

Deteccién de flavonoides Deteccion de Triterpenoides
y/o esteroides

Fig. 13 Reacciones de identificacién de metabolitos secundarios
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ANEXO N° 10

Anadir una de las diluciones de
Medir la absorbancia del Trolox o del extracto etandlico.

FRAP (Abs inicial)

Medir la absorbancia después de 6 minutos (Abs final)

Fig. 14 Evaluacion de la actividad antioxidante: Método del poder
antioxidante de Reduccién Férrica (FRAP)
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ANEXO N° 11

Medir la absorbancia del
DPPH (Abs inicial)

Anadir una de las
diluciones del extracto
etanodlico.

Medir la absorbancia
después de 30 minutos
(Abs final)

Fig. 15 Evaluacion de la actividad antioxidante: Inhibicion frente al radical
libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil (DPPH)

95



