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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo principal la Valoracién de alcaloides, flavonoides y
actividad antioxidante del extracto etandlico de las flores de Argemone mexicana “cardo santo”
recolectada en la zona de San Javier, distrito de Changuillo, provincia de Nazca Departamento
de Ica, donde la especie crece como hierba mala en terrenos baldios y se le atribuye propiedades
ciertas propiedades beneficiosas para la salud de los seres humanos. Se obtuvo un extracto
etanolico por maceracion durante 15 dias con alcohol de 96°, el cual fue llevado a sequedad, en
el extracto seco se cuantifico el contenido de alcaloides mediante el método
espectrofotométricos con el reactivo de verde de bromocresol; los flavonoides por el método del
tricloruro de aluminio y actividad antioxidante por los métodos DPPH y CUPRAC empleando
el trolox como patron de referencia. Resultados, el extracto de las flores de la planta presento
metabolitos secundarios predominantemente de los tipos alcaloides y flavonoides; con respecto
contenido de alcaloides se obtuvo 92 pug EA/mg; para flavonoides un 1mM EQ/2,30 mg de
extracto y la actividad antioxidante por el método DPPH presenta un ICso de 9,23 mg, para el
método CUPRAC presenta equivalente de trolox de 1,73, concluyendo que tiene una alta

concentracion de flavonoides y una considerable actividad antioxidante.

Palabras Claves. - Argemone mexicana, alcaloides, flavonoides Antioxidante.
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ABSTRACT

The main objective of the present study was the assessment of alkaloids, flavonoids and
antioxidant activity of the ethanolic extract of the flowers of Argemone mexicana “cardo santo”
collected in the San Javier area, district of Changuillo, province of Nazca, Department of Ica,
where the species grows as a weed in vacant land and is attributed certain properties beneficial
to the health of human beings. An ethanolic extract was obtained by maceration for 15 days with
96° alcohol, which was brought to dryness. In the dry extract, the alkaloid content was quantified
using the spectrophotometric method with the bromocresol green reagent; flavonoids by the
aluminum trichloride method and antioxidant activity by the DPPH and CUPRAC methods
using trolox as a reference standard. Results, the extract of the plant flowers presented secondary
metabolites predominantly of the alkaloid and flavonoid types; Regarding alkaloid content, 92
Hng EA/mg was obtained; for flavonoids a ImM EQ/2.30 mg of extract and the antioxidant
activity by the DPPH method presents an IC50 of 9.23 mg, for the CUPRAC method it presents
a trolox equivalent of 1.73, concluding that it has a high concentration of flavonoids and

considerable antioxidant activity.

Keywords. - Mexican argemone, alkaloids, flavonoids Antioxidant.



I. INTRODUCCION

El Pert es uno de los paises con la flora méas diversas que existe y dentro de esta posee un
enorme potencial en especies medicinales que nos ocasionan a investigar con la finalidad de
contribuir al aprovechamiento de esta basados en datos cientificos que justifiquen su empleo en
la mejorar de la calidad de vida de las personas “pacientes” que hacen uso de ellas.

Argemone mexicana L pertenece a la clase de las Dicotileddneas de Magnoliopsida, familia

Papaveraceae, conocidas cominmente como la familia de las amapolas, esta familia es etno
farmacolégicamente importante que incluye 44 géneros y aproximadamente 760 especies de
plantas con flores. Argemone mexicana L., conocida también como amapola mexicana espinosa,
especie exdtica originaria de la region occidental de la frontera entre México y Estados Unidos,
que se ha distribuido a zonas tropicales y subtropicales por todo el mundo. Segun la medicina
tradicional es usada desde la época de los incas para tratar diferentes dolencias, atribuyéndosele
en la actualidad propiedades como antimicrobianas, para tratar tumores, verrugas, enfermedades
de la piel, antipaldicas, antiparasitaria, citotoxicas, neuroldgicas y pesticidas. Estos efectos se
relacionan debido la presencia de diferentes tipos de compuestos bioactivos entre los que
destacan los flavonoides y alcaloides (1, 2).

Muchos estudios que aseguran algunas de las diversas propiedades atribuidas por la medicina
tradicional a esta especie, en que se ha empleado la planta entre que incluyen diversas partes
hojas, frutos, semillas, otros tanto el empleo de las raices y hasta el latex que exuda esta especie;
sin embargo, sobre el empleo de las flores son muy escasos y contradictorios los reportes
encontrados; de igual manera en estos estudios los solventes de extraccion mas empleados han
sido Hexano, metanol, acetato de etilo, agua fria y caliente (3-10); pero teniendo en
consideracion que el uso tradicional de las especies vegetales con propiedades medicinales va
aumentando y poseen cada vez mayor aceptacion por la poblacién y que segin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), alrededor del 80% de las personas a nivel mundial utilizan plantas
para su atencién primaria de salud, lo que las convierten en una importante alternativa en muchas
terapias hasta hacer su uso como complementario y en ciertos casos prioritario a la medicina
holistica (11). Los pobladores de la zona de San Javier, del distrito de Changuillo comentan que
las flores de planta les sirve para calmar molestias que son generadas por el trabajo en el campo,
consumiendo en forma de infusion, pero advirtiendo del cuidado en la cantidad; esa es la razon
gue nos lleva a proponer la presente investigacion Valoracion de alcaloides, flavonoides y

actividad antioxidante del extracto etanolico de las flores de Argemone mexicana “cardo santo”.
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1.1 Descripcion de la situacion problemética
El uso de las plantas medicinales se esta extendiendo cada dia mas como una alternativa para
el tratamiento de diversas dolencias, y la especie en estudio Argemone mexicana, es una planta
la cual se ha extendido a nivel mundial y se le atribuyen multiples propiedades medicinales
por la medicina tradicional; sin embargo, la gran mayoria de estudios se basan en la utilizacién
de las raices, hojas, tallos y semillas de la especie reportan las presencias principalmente de
metabolitos secundarios del tipo alcaloides, flavonoides y terpenoides todos ellos relacionados
con una posible capacidad antioxidante(3-10), siendo escasos los reportes de investigaciones
donde se hayan utilizado Unicamente las flores; uno de estos, reporta la presencia de glicosidos
derivados de la quercetina (12,) otro derivados de isorhamnetina y compuestos de naturaleza
alcaloides (13). Compuestos estos que se relacionan con las diversas propiedades, por lo tanto,
en el afan de lograr un aprovechamiento de toda la especie, falta profundizar estudios que
respalden la utilizacion de las flores de esta especie, asi como cuantificar aquellos compuestos

de la planta que relacionan con las diversas propiedades atribuidas en el uso tradicional.

Formulacién del Problema
Problema General
e ;Cudl es el contenido de alcaloides, flavonoides totales y antioxidante del extracto

etandlico de las flores de Argemone mexicana “cardo santo”?
Problemas Especificos.

o (Que tipos de metabolitos secundarios presenta el extracto etandlico de las flores de
la especie de Argemone mexicana “cardo santo”?

e Cual es el contenido de alcaloides y flavonoides totales que presenta el extracto
etandlico de las flores de Argemone mexicana “cardo santo”?

e ;Cudl es la actividad antioxidante por los métodos DPPH y CUPRAC que presenta el

extracto etandlico de las flores de Argemone mexicana “cardo santo”?

1.2 Antecedentes de la Investigacion

Argemone mexicana estimada como una especie de planta de valor ancestral empleada en la
medicina tradicional. Es utilizada en diversos procedimientos para tratar dolencias que

incluyen verrugas, enfermedades de la piel, inflamaciones, reumatismo, ictericia, lepra,
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infecciones microbianas, malaria y tumores. En la planta sean identificado una diversidad de

clases de componentes quimicos siendo los alcaloides en su mayoria abundantes. (3)

Internacionales

Lokeshwar and Sathish (2023) En su estudio emplearon métodos in vitro para analizar
los constituyentes fitoquimicos y evaluar la actividad antioxidante de varios extractos de
Argemone Mexicana. El analisis fitoquimico revelo la presencia de compuestos
bioactivos como alcaloides, flavonoides, fenoles, taninos y saponinas. El estudio evalu6
la actividad antioxidante de los extractos de los tallos y hojas, mediante ensayos
establecidos como la captacion de radicales DPPH y el poder antioxidante reductor férrico
(FRAP). Los resultados sefialaron un potencial antioxidante significativo, lo que sugiere
que posee compuestos capaces de neutralizar los radicales libres y prevenir el estrés
oxidativo. Asimismo, la investigacion examind la correspondencia entre el contenido
fitoguimico y la actividad antioxidante, suministrando informacién excelente sobre los
posibles beneficios para la salud de la especie. Los hallazgos resaltan el papel prometedor
como fuente natural de antioxidantes, respaldando los usos tradicionales en la medicina
popular y resaltan sus aplicaciones potenciales en las industrias farmacéutica y
nutracéutica (14).

Jaiswal et al (2023), identificaron fitoquimicos en diversos extractos de Argemone
mexicana (A. mexicana) a los que se atribuyen sus propiedades medicinales y
determinaron el solvente para su extraccion. Los extractos de tallos, hojas, flores y frutos
de A. mexicana se prepararon a bajas y altas temperaturas en diversos solventes, como
hexano, acetato de etilo, metanol, y H20. Varios fitoconstituyentes se determinaron por
espectrofotometria. ldentificaron la presencia de terpenoides, glucésidos cardiacos,
alcaloides y carbohidratos en los extractos de plantas. El potencial antioxidante y anti-
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 transcriptasa inversa (anti-VIH-1RT) fue
determinado, asi como la actividad antibacteriana de diferentes extractos de las partes de
A. mexicana (2).

Sharath et al (2022). caracterizaron los extractos de hojas de A. mexicana y determinaron
sus actividades bioldgicas. Las hojas fueron lavadas, secadas a la sombra, se pulverizaron
en forma gruesa y fueron extraidas secuencialmente con solventes de polaridad creciente
empleado un aparato Soxhlet. Los extractos fueron secados. Los resultados evidenciaron
gue todos los fitoquimicos estudiados estaban presentes en el extracto etandlico a
excepcion de las proteinas en comparacion con otros extractos. La estimacion cuantitativa

de fitoquimicos revelo que los extractos etandlicos y de agua fria poseian la cantidad
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maxima de polifenoles y flavonoides totales. Los resultados de FTIR del extracto
etanodlico mostraron un pico muy amplio para los grupos —OH acompafiado por el mayor
contenido total de polifenoles, las actividades antioxidantes y antiesteroidogénicas in
vitro fueron mayores en el extracto etanolico. Este es el primer estudio integral que
reporta la caracterizacién y propiedad antiandrogénica de la hoja de A. mexicana (15).
Marimuthu y Rethinam (2022) Se analizaron y evaluaron las propiedades antioxidantes
in vitro de flores de A. mexicana. El extracto de las flores mostrd presencia de alcaloides,
flavonoides, saponinas, taninos, fitosterol, triterpenoides, glucésidos, antraquinonas y
fenoles. Se hallaron que el contenido total de compuestos fenolicos y flavonoides era de
25,40 £ 1,20 pg equivalentes de acido galico y 14,30 + 0,20 pg equivalentes de
guercetina, respectivamente. Se encontré que el contenido de carbohidratos y proteinas
era de 4,10 + 0,24 mg/g y 2,10 + 0,30 mg/g del extracto de flores, respectivamente. El
analisis por HPLC del extracto revel6 la presencia de componentes activos como acido
galico, rutina, &cido cafeico, quercetina y acido feralico. El extracto de flor de A.
mexicana exhibié 81,33% de inhibicion en el ensayo DPPH, 85% en el ensayo de
radicales ABTS, 86% de eliminacion de superdxido, 76% de eliminacion de NO, 75% de
eliminacion de radicales hidroxilo, 77% de radicales que indican el potencial de
eliminacion de radicales de perdxido de hidrogeno del extracto. La actividad antioxidante
observada en el extracto de A. mexicana puede estar relacionada con la presencia de
cantidades significativas de fenolicos y flavonoides totales. Por lo tanto, el extracto de
flor de A. mexicana podria servir como fuente natural de antioxidantes y podria usarse en
el tratamiento de enfermedades mediadas por radicales libres (16)

Singh et al (2021). evaluaron el andlisis fitoquimico preliminar y el perfil de TLC de
varios extractos de hojas de A. mexicana de la India, determinando algunos parametros
fisicoquimicos como cenizas totales (insolubles en acidos y solubles en agua), valor
extractivo tanto en agua como en etanol y la extraccion de metabolitos secundarios en
etanol, cloroformo y acetato de etilo y la correspondiente cromatografia de capa fina de
cada uno de estos extractos (17).

Denou et al (2020) investigaron los parametros farmacognosticos, fisicoquimicos y
fitoquimicos de sus partes aéreas A mexicana. Se realizaron analisis mediante métodos
estdndar de macroscopia, microscopia, fitoquimicos, quimiomicroscopia, minerales y
fisicoquimicos. La macroscopia mostré que es una planta herbacea con espinas tanto en
tallo como en las hojas; la flor es terminal y amarilla y su fruto una capsula con espinas.
La microscopia reveld células epidérmicas con estomas actinociticos, lacticiferos, prisma

de oxalato de calcio, células en empalizada, haz vascular, fibras en la hoja fresca y las
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partes aéreas secas. El analisis fitoquimico reveld la presencia de alcaloides, taninos,
flavonoides, carbohidratos, saponinas, esteroles y triterpenoides. Los parametros
fisicoquimicos incluyeron contenido de humedad (8,2 %); cenizas totales (16,7 %);
cenizas insolubles en &cido (2,9 %); cenizas solubles en agua (4,8 %); valor extractivo de
etanol (17,2 %) y valor extractivo en agua (34,3 %), se identificaron seis minerales (Fe,
Cu, Mn, Mg, Pb y Cd). Conclusion: Estos parametros ayudan a establecer la correcta
identidad de A. mexicana (18).

Datkhile et al. (2020). determinaron la actividad antioxidante, antimicrobiana y citotoxica
de Argemone mexicana. Se examinaron extractos acuosos, metandlicos y etandlicos de la
planta entera en busca de fendlicos, flavonoides y taninos. La actividad antioxidante in
vitro se evalu6 mediante la actividad de reduccion férrica y acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico),  2,2-difenil-1-picril-hidracilhidrato. La actividad
antimicrobiana de los extractos se probd contra Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. Las propiedades citotoxicas se
estudiaron empleando las lineas celulares cancerosas HeLa, MCF-7 y HCT-15 mediante
ensayos de viabilidad celular y fragmentacién del ADN. El anélisis fitoquimico revel6 el
contenido de fendlicos, taninos y flavonoides. Los extractos acuosos de toda la planta
exhibieron una fuerte actividad antioxidante in vitro y actividad antibacteriana contra las
bacterias patdgenas humanas probadas. El extracto crudo de A. mexicana exhibi6 una
fuerte actividad citotoxica contra las lineas celulares cancerosas analizadas. Los
fitoconstituyentes del extracto crudo de A. mexicana exhibieron mayores actividades
antioxidantes, antibacterianas y citotdxicas que las anotaciones reportadas anteriormente
(19).

Aziz et al, (2019) evaluaron el contenido fendlico total (TPC), contenido total de
flavonoides (TFC) y efectuaron un analisis GC-MS para detectar algiin compuesto de
importancia medicinal en extractos de hojas, tallos y flores de Argemone mexicana. Los
extractos vegetales se prepararon mediante extraccién Soxhlet, llevandose a cabo una
deteccion preliminar de fitocompuestos. El contenido fendlico total se analiz6 utilizando
el reactivo de Folin-ciocalteu y el contenido de flavonoides totales por cloruro de
aluminio. Se realiz6 espectroscopia de masas por cromatografia de gases (GC-MS) para
identificar fitocompuestos en extractos de plantas se utiliz6 la biblioteca del Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST). En el extracto del tallo se hall6 el mayor
contenido fenolico total y el mayor contenido de flavonoides en el extracto de flores. Se
identificaron variados de acidos grasos y fitocompuestos que se emplean con actividades

antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias y antimicéticas. El estudio concluyo que
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Argemone mexicana posee muchos compuestos biolégicamente activos, por lo que puede

recomendarse como una planta de importancia farmacéutica (13).
Nacionales

e MancillaY. (2023) evalué la Actividad Antioxidante del extracto etandlico de las partes
aéreas de la especie Argemone mexicana “cardo santo” recolectada en la provincia de
Churcampa, departamento de Huancavelica, por el método DPPH presenté un ICs de
3,28 mg, para el método FRAP presentd un equivalente de trolox de 0,345 mM; asi para
el método ABTS presentd un resultado equivalente de 0,262 mM por miligramo de
extracto etanolico, concluyendo que presenta metabolitos secundarios que se pueden
relacionar con su actividad antioxidante que se encuentra en la planta entera (20).

e Diaz M. H. (2016) comprobé la actividad antioxidante in vitro de extracto
hidroalcohdlico del latex, empleado el método de la captacién del radical del DPPH, a las
concentraciones de 15, 20, 50, 75 y 100 pg/mL, se consiguiendo a la concentracion de
100 pg/mL un porcentaje de inhibicion de 91,20. Los resultados del estudio fitoquimico
preliminar del extracto hidroalcohdlico de latex de A. mexicana revel6 la presencia de
flavonoides, fenoles, alcaloides, taninos y quinonas principalmente. La prueba de
toxicidad oral en ratones Balb/c hembras con las dosis de 0,0025; 0,025; 0,25; 2,5y 20
g/kg, se alcanzé un DL50 mayor a 2000 mg/kg, lo que establece la seguridad en el uso
del extracto; en conejos de la variedad Nueva Zelanda se ejecutd el ensayo de irritacion
ocular segun los métodos definidos en la norma OECD 405. (21)

e Cieza Heredia M., y Castillo Laborio E. (2019). Determinaron la actividad antioxidante
in vitro por los métodos de acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6 Sulfonico
(ABTSe+) y 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); Igualmente, la actividad citotoxica a
través el bioensayo en Artemia salina (CYTED). Los extractos hidroalcohdlicos de las
diversas partes de la especie como: raiz, tallo y hojas a la prueba de DPPH se alcanzé un
concentracion inhibitoria 50 (ICso) de 1017,83+3,11; 330,48+1,09 y 497,52+1,21 pug/mL
respectivamente; en el ensayo del radical ABTS** se consiguié un 1C50 de 341,60+0,95
136,70+0,24 y181,27+0,84 pg/mL respectivamente. En lo referente a la concentracion
letal media (CLso) de los extractos de raiz, tallo y hojas estos estuvieron a la concentracion
de 578,515, pg/mL, 562,790 y 552,868 pg/mL respectivamente. (22).
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1.3

Justificacion e Importancia

Las hierbas y/o especies vegetales que crecen en estado silvestre, se cree que deben
poseer una gran cantidad de fitoquimicos que les ayudan a soportar muchas condiciones
agrestes que sean posiblemente de importancia medicinal. Los estudios sobre las especies
silvestres de determinadas malas hierbas se han considerado de gran importancia para el
tratamiento de diversas enfermedades. Las plantas medicinales se utilizan como fuente
eficaz de tratamiento, al igual que las medicinas modernas. Desde tiempo ancestrales en
esta parte del continente americano se utiliza la planta Argemone mexicana como como
emplastos para aliviar los dolores reumaticos y artriticos, como antibacteriano entre otros
segun reporta la medicina tradicional, para mejorar la calidad de vida. En lo referente al
efecto antibacteriano se debe tener en cuenta que muchos antibioticos provocan el
desarrollo de la capacidad de los patdgenos de resistencia a maltiples farmacos, ante esto
los tratamientos a base de hierbas con esta posible actividad, se pueden utilizar como una
posible forma de tratar enfermedades causadas por bacterias resistentes a multiples
farmacos; de igual forma, otras dolencia relacionadas con la generacion de radicales
libres, del uso de las plantas se espera que no presenten efectos secundarios y son
biodegradables, pero debemos tener en cuenta que el Cardo santo ademas de sus
propiedades medicinales se reporta como una planta con propiedades toxicas;
atribuyéndose la responsabilidad de esta propiedad a la presencia de alcaloides como la
sanguinarina y dihidrosanguinarina que se hallan principalmente en las semillas,
deisoquinona y berberina presentes en la raiz, la alocriptopina, coptisina, vy
dihidrocelerina presentes en toda la planta (18-20). Si bien es cierto esta especie esta
bastante estudiada, los reportes hacen referencia principalmente a las hojas y semillas,
pero estudios de las flores son muy escasos y el marco de un aprovechamiento integral
en el presente estudio de investigacion tuvo como objetivo la valoracion de alcaloides,
flavonoides y actividad antioxidante del extracto etandlico de las flores de Argemone
mexicana ‘“cardo santo” etanolico de la especie Argemone mexicana; ademas de
establecer su actividad antioxidante en el afan de aportar con conocimientos cientificos

en el uso de esta especie.

Importancia

En el presente trabajo la importancia desde el punto analitico se fundamenta e nos n que
permitira conocer la cantidad relativa de alcaloides, flavonoides y la actividad
antioxidante del extracto de flores de la especie Argemone mexicana, la importancia

social estaria enmarca desde el hecho que una vez comprobar las propiedades atribuidas
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se puede difundir su uso en la poblacién como una manera de contribuir en la disminucion

los costos que generar en la poblacién el consumo de medicamento.

1.4 Objetivos de la investigacion
Objetivo General
e Evaluar el contenido de alcaloides, flavonoides totales y capacidad antioxidante en

el extracto etandlico de las flores de Argemone mexicana “cardo santo”
Objetivo Especifico

o Determinar los posibles grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de las flores de Argemone mexicana “cardo santo”

o Establecer el contenido de alcaloides y flavonoides del extracto etandlico de las
flores de Argemone mexicana “cardo santo”

e Determinar la actividad antioxidante del extracto etanolico de las flores de

Argemone mexicana “cardo santo” por los métodos de DPPH y CUPRAC

1.5 Marco Teorico

Familia Papaveraceae. - Consta de 44 generos con alrededor de 775 especies, son plantas
herbaceas, raramente arbustivas anuales o perenes, que exudan un latex acuoso lechoso o
amarillento de olor fuerte, exhiben hojas alternas con las florales opuestas, lobuladas,
enteras, dentadas, pinnatifidas, pinnaticompuestas, pecioladas o sésiles, sin estipulas; flores
hipbginas, raramente periginas, actinomorfas, perfectas, disimétricas o0 zigomorfas.
Presentan un receptaculo constituido por un androforo o un ginéforo, sus flores son
solitarias o0 agrupadas en cimas o racimos, normalmente posee 4 pétalos libres, una de las
especies mas conocidas es la Adormidera que produce el Opio siendo de muy importancia
econdmica. El fruto cominmente es una capsula, dehiscente por valvas laterales o poros
apicales, o fruto seco indehiscente; dentro se encuentran gran cantidad de semillas redondas
color negro. La reproduccion se logra por medio de semillas, las cuales germinan
facilmente mediante la polinizacion.
Las papaveroideas son oriundas de las regiones calidas de ambos hemisferios. Habitan en
lagos, estanques y cursos de agua dulce tranquilos y someros de América templada y
tropical; en India, Africa, este de Asia y Australia. Las fumarioideas estan dispersas en las

regiones templadas del hemisferio norte, algunas se hallan al sur del ecuador (12).
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Figura 1. Distribucidén a nivel mundial de la familia Papaveraceae

Fuente: Diversidad Vegetal Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura
(UNNE) EUDICOTILEDONEAS- Ranunculales: Papaveraceae

Cardo santo

Hierba anual robusta oriunda de mesoamericana, especialmente del centro y sur de
América, que corresponde a la familia de la Papaveraceae con altura promedio de 80 cm a
1 m; el talloes glabro, glauco, espinoso de color verde-azulado; hojas se caracterizan por
ser sésiles, glaucas con lineas azul brillante sobre las venas principales, abrazadoras, miden
hasta 20 c¢cm de longitud, pinati-partidas con las divisiones dentado espinosas,
transversalmente lobuladas; flores grandes solitarias, rodeadas de algunas hojas reducidas
y sésiles, de 4 a 7 cm de diametro, de pétalos amarillo brillante o algunas veces color
amarillo palido; fruto es una capsula oblonga eliptica, con espinas de color verde, de 2,5 a
4 cmde largo por 1,2 a 2,0 cm de ancho, no incluyendo las espinas, de color marrén cuando
esta maduro; Las semillas tienen alrededor de 1,5 mm redondas y negras. Exuda un latex

de color amarillo (18)
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Figura 2. La especie Argemone mexicana en estado de floracion

Clasificacion taxondmica de la especie.

Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta (Plantas vasculares)
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)
Division: Magnoliophyta (plantas con flor);
Clase: Magnoliopsida (dicotileddneas);

Subclase: Magnoliidae;

Orden: Papaverales.

Familia: Papaveraceae

El cardo santo forma parte de la vegetacion arvense (que crece asociada a cultivos) y también
es considerada como una planta ruderal (que ocupa habitats perturbados por la accion humana)
y por ello puede crecer en pastizales, orillas de carreteras y asociado a cultivos como ajo, alfalfa,
ajonjoli, algoddn, avena, calabaza, cartamo, cebolla, chile, frijol, frutales, garbanzo, girasol,
hortalizas, maiz, manzana, sorgo y tomate. Prefiere los suelos arenosos y bien drenados vy,

sorprendentemente, puede crecer en suelos pobres en nutriente. (23)
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Figura 3. fruto verde con una forma ovalada con espinas

Fuente: Mancilla 2023

Radicales libres

Los radicales libres se definen como potentes agentes oxidantes, posee una alta reactividad,
ellos pueden ser neutralizados por las defensas antioxidantes endogenas o exégenas. Cuando se
rompe el equilibrio entre los agentes oxidantes y antioxidantes con un claro predominio de los
primeros (agentes oxidantes), se menciona que existe un estrés oxidativo, esto conlleva un efecto
pernicioso a importantes macromoléculas bioldgicas como son las proteinas, lipidos y &cidos
nucleicos. Aqui haremos referencia principalmente a los distintos sistemas de defensa
antioxidantes y a los mecanismos primordiales mediante los cuales acttan para el control del

proceso oxidativo. (19, 20)
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Figura 4. Efecto del estrés oxidativo sobre la célula

Fuente:  https://www.freepik.es/vector-premium/estres-oxidativo-celulas-normales-estres-

oxidativo

En el organismo humano la generacion de los radicales libres es un proceso natural que ocurre
en el metabolismo aerobico celular, se efectla a través de las reacciones enzimaticas, dentro de
este metabolismo, esto incluye la cadena respiratoria, el sistema del citocromo P450 y la sintesis
de prostaglandinas. Los radicales libres también se producen "accidentalmente” a partir de
ciertas reacciones no enzimaticas como las que se generan por la reaccion del oxigeno con
compuestos organicos o las formadas por efecto de las radiaciones ionizantes. EI medio
circundante en que nos movemos también expone a nuestro organismo con diversos agentes
oxidantes medioambientales como el humo del tabaco, el ozono, etc. (20).

La sobreexposicion a los rayos ultravioleta (y, en menor medida, a la luz visible de alta energia)
es uno de los principales factores que producen la aparicion de radicales libres. Entre las células
dafiadas del organismo se encuentran las responsables de la elaboracion de sustancias como el
colageno, la elastina y el acido hialurdnico, responsables de la estructura firme en la piel joven
(por ejemplo, fibroblastos y queratinocitos). La produccion de esta sustancia va disminuyendo
de forma natural a medida que envejecemos; pero el estrés oxidativo acelera este proceso,

ocasionando un envejecimiento prematuro (21).
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Figura 5. Accion del antioxidante sobre el radical libre.

Fuente: https://vitalhealth.blog/radicales-libres-y-oxidacion/

Antioxidantes

Son moléculas con capacidad de prevenir o retardar el proceso oxidativo de otras moléculas,
como proteinas, lipidos y acidos nucleicos. La oxidacion de los sustratos bioldgicos se puede
iniciar por dos tipos de especies reactivas: los radicales libres, y especies que, sin ser radicales
libres, son altamente reactivas para provocar la oxidacion de sustratos. (23)

Estas sustancias tienden considerarse como objetivos sacrificables en merced de la proteccion
de moléculas de alta prioridad biolégica como son los constituyentes de las membranas
celulares, las proteinas y el ADN. Es muy significativo e interesante que una sustancia quimica
alcance a tener una buena actividad antioxidante, deberd presentar o poseer una reactividad
guimica mayor frente a las especies a las que debera proteger, para asi poder actuar y reducir
maés facilmente a los radicales libres, asi también debera poseer la capacidad de terminar dicha
reaccion en cadena que provocarian los radicales libres. Cuando la sustancia quimica no tiene
esta capacidad, al menos su reaccion con los radicales libres que se hallen presentes en el entorno
bioldgico, deberian originar a radicales de baja reactividad y estos resultarian menos dafiinos

que los originalmente formados en los organismos vivos (23, 24).
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Figura 6. Vitamina C Poderoso antioxidante

Fuente: https://dermashop.pe/blogs/blog-skinceuticals/vitamina-c-un-poderoso-antioxidante

Clinics in Dermatology (2009) precisa que un antioxidante es una sustancia que impide la
oxidacidn de otra sustancia, entendiéndose por oxidacion no solo a la reaccion del oxigeno con
una sustancia, sino que es una reaccion quimica en la cual hay una transferencia de electrones
desde una sustancia nombrada donante de electrones a otra sustancia dispuesta denominada
receptora. El proceso de oxidacion es una pérdida de electrones y debe que ir articulada a una
reduccidn o aceptacion de los electrones cedidos. Un ejemplo es la introduccién de una lamina
de zinc en una solucion de sulfato de cobre, el Zinc concede un par de electrones al ion Cu++ que
se precipita en forma de cobre metalico, mientras que el zinc se convierte a Zn++. Se dice que

el zinc se ha oxidado, mientras que el cobre se ha reducido. (20, 24)

Tipos de antioxidantes
¢ Antioxidantes primarios o tipo I. Los antioxidantes Primarios desempefian la funcion
de prevenir la oxidacion mediante una reacciéon directa con los radicales libres
originando especies elocuentemente menos reactivas o concluyendo la reaccion en
cadena. Estos antioxidantes son también denominados como “atrapadores de radicales
libres” o seguin en inglés como “free radical scavengers”.
e Antioxidantes secundarios o tipo Il. Este grupo de antioxidantes secundarios son

aquellos que retardan la oxidacion por rutas de reacciones indirectas, por ejemplo la
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quelacion de metales, resarcimiento de antioxidantes primarios donandoles 4&tomos de
H o electrones, desintegracion de H,O; en especies no radicalarias y la filtracion de luz
ultravioleta. (20, 25)

Metabolito secundario

Las plantas sintetizan una gran variedad de compuestos activos a los que denominamos
metabolitos secundarios que no poseen un rol directo en el crecimiento o reproduccion de
ella, pero son utilizados como medio de defensa al ataque de insectos, microorganismos y de
adaptacion a ambientes adversos, Entre los diversos metabolitos que han demostrado
intervienen en la produccion de compuestos bioactivos para el hombre, se encuentran: taninos,
saponinas, alcaloides, compuestos organosulfurados, aceites esenciales, ligninas,
antioxidantes

Son sustancias que tienen naturaleza quimica versatil, producidas por algunas especies vegetal
en su fase tardia de crecimiento, algunos de ellos se pueden mencionar a los pigmentos
microbianos, toxinas microbianas y los antibidticos. (25-27)

Algunos autores sustentan tiene que los metabolitos secundarios se distribuyen
diferencialmente entre los diversos grupos taxondémicos, exhiben propiedades bioldgicas,
desempefian funciones ecoldgicas y se caracterizan por sus usos y aplicaciones como
insecticidas, herbicidas, medicamentos, perfumes o colorantes, entre otros. Se les conocen

también con la denominacién de productos naturales. (26-29)

Polifenoles Terpenoides
Ne
Hoja
Flavonoides
«—— Tallo
Alcaloides Azucares R.

Raiz

Figura 7. Especie vegetal y presencia de metabolitos secundarios

Fuente: DOI: 10.22201/ceiich.24485691e.2023.30.69744
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Entre los diversos tipos de metabolitos secundarios que existe hablaremos de dos:

Flavonoides

El nombre proviene del latin flavus y significa de color de amarillo a rojo, como es el caso
la miel o el oro; son compuestos que presentan un grupo aromatico, generalmente son
pigmentos heterociclicos que contienen oxigeno en su estructura, ampliamente distribuido
entre las plantas, componen la mayoria de los colores amarillo, rojo y azul de las frutas y
plantas. Los flavonoides presentan una estructura compuesta de dos anillos fenilos (A y B),
ligados por medio de un anillo pirano (C). Lo cual queda en un esqueleto de difenilpiranos:

C6-C3-C6, comun en la generalidad de los flavonoides. (30)

Los flavonoides son derivados fendlicos que representan componentes sustanciales de la
dieta humana no energética. Se encuentran naturalmente en bayas, frutas, y en vegetales, o
productos derivados de estos como vino y cerveza. Hay méas de 6000 flavonoides diferentes.
La ingesta media se considera es de aproximadamente 23 mg/dia; aunque esta podria variar
entre los diferentes paises y sobre todo de las costumbres culinarias, la quercetina es
predominante con un aproximado de 16 mg/dia. Inicialmente, los flavonoides se pensaron
sustancias sin beneficio para los humanos. Posteriormente, se ha reportado que ejercen
maltiples efectos biolégicos, debido principalmente a su capacidad antioxidante y de

eliminacion de radicales libres. (31)

Farmacol6gicamente, los flavonoides destacan por su baja toxicidad, presentando en general
actividad sobre el sistema vascular con accion vitaminica P (efecto protector de la pared
vascular, debido a la disminucién de la permeabilidad y al aumento de la resistencia de los
capilares) (20). Asimismo, poseen efecto antioxidante, efectos antimutagénicos, pueden
inhibir la peroxidacion lipidica, y tienen la capacidad de inhibir diversas enzimas. La funcion
antioxidante de los flavonoides estiva principalmente de su capacidad de quelar metales y
reducir radicales libres, impidiendo las reacciones catalizadoras de los radicales libres.
También operan inhibiendo sistemas enzimaticos concernientes con la funcionalidad

vascular como: la catecol O-metil transferasa (COMT),
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Figura 8. Estructura Quimica base de los flavonoides.

Como se menciona anteriormente el efecto antioxidante de los flavonoides procede de la accion
conjunta de sus caracteristicas quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, asimismo
a la inhibicion de oxidasas, como la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la mieloperoxidasa, la
NADPH oxidasa y la xantina oxidasa (XO); de esta manera se impide la produccion de especies

reactivas de oxigeno (ERO) in vivo, como de hidroper6xidos organicos.
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Figura 9. Tres tipos de Flavonoides con capacidad antioxidante.

Los tipos y variaciones de los flavonoides estan relacionados por una via biosintética comun, la
que retine precursores de las rutas del shikimato y la acetato-malonato. Ulteriormente ocurren
modificaciones en varios estados, lo que derivacion en la extension de la hidroxilacion,

metilacidn, isoprenilacion, dimerizacién y glicosilacién, produciendo O y C-glic6sidos.
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Figura 10. Rutas de la sintesis de flavonoides

Los flavonoides pueden evitar las lesiones causadas por los radicales libres mediante los
siguientes mecanismos: captacion directa de ERO, aceleracion de enzimas antioxidantes,
actividad quelante de metales, disminucion de los radicales a-tocoferilo, inhibicion de las
oxidasas, remision del estrés oxidativo originado por el 6xido nitrico, incremento de los niveles
de &cido Urico, aumento de las propiedades antioxidantes de los antioxidantes de bajo peso
molecular (mansilla).

Por ejemplo, las propiedades beneficiosas de la quercetina se corresponden estrechamente con
su estructura quimica, que le concede propiedades antioxidantes. Actla como preventivo frente
a las especies reactivas de oxigeno, por medio de la neutralizacién de radicales libres como.
aniones superdxido, 6xido nitrico y peroxinitritos entre otros. El efecto antioxidante también

podria deberse a su capacidad para inhibir enzimas como la xantina oxidasa, lipooxigenasa y
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NADPH oxidasa, impidiendo la muerte celular. Ademas, puede incrementar la produccion de

antioxidantes end6genos (20) .

OH

OH

HO 0

OH

OH 0

Figura 11. Estructura quimica de la quercetina mostrando los grupos funcionales que le
confieren su actividad antioxidante. La parte amarilla muestra el grupo catecol del anillo B; en
Rojo muestra el enlace insaturado del anillo C; el verde funcién de 4-oxo en el anillo C; en

azul, puntos con capacidad de quelacion de metales.

Este compuesto se describe dentro de la familia de los flavonoides como el compuesto que
presenta el mayor potencial antioxidante dentro de este grupo. El potencial antioxidante de la
quercetina reside en la presencia de 5 grupos OH en su estructura que pueden simbolizar un sitio
de ataque para el proceso de radicalizacion elaborado por el radical perdxido lipidico. Este
antioxidante se halla en plantas y en algunos alimentos de origen vegetal, presenta una

coloraciéon amarillo-verdoso y posee una biodisponibilidad alta (29).
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Alcaloides

Son compuestos de origen vegetal mayoritariamente, porque se sabe que también existen
protoalcaloides que tienen un origen animal. Existen mas 5000 alcaloides diferentes tiene
diversas aplicaciones como: anestésicos, analgésicos, curativos o psicotropicos que actlan sobre
el sistema nervioso central (SNC), algunos de ellos ocasionan un gran poder adictivo y excitante.
Los alcaloides mas transcendentales en la vida diaria son la cafeina, la cocaina, la morfina, la

heroina, la nicotina y la quinina (31).

D CH

Figura 12. Estructura quimica base de los alcaloides.

Se define a los alcaloides de manera general, como metabolitos secundarios producidos por un
organismo sintetizado a partir de un aminoacido como parte de su mecanismo de adaptacion a
un medio ambiente, comdnmente, concernientes a procesos inmunitarios o de regulacién. Los
alcaloides son un grupo muy extenso de sustancias que se hallan en la naturaleza y que contienen
uno o mas atomos de nitrégeno en un anillo heterociclico de su estructura. Se encuentran en un
gran numero de familias de especies vegetales superiores y se pueden ubicarse en tejidos
periféricos como raices, hojas, corteza, frutos y semillas. El contenido puede oscilar entre un

0,1% hasta un 10% en dependencia de la especie vegetal y el tipo de alcaloide (32)

Sus caracteristicas generales son las siguientes: Son compuestos orgénicos, origen vegetal,
nitrogenados, Su caracter es basico, de estructura compleja, con marcada actividad
farmacoldgica a dosis bajas, pero también son muy toxicos (rango terapéutico estrecho, tienden
a precipitar con ciertos reactivos.
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El primer alcaloide aislado fue la Morfina en 1805, ya para el siglo XIX se conseguian aislar
debido a su complejidad, lograndose aislar y sintetizar desde entonces miles de alcaloides. Los
alcaloides desempefian diversas funciones en las plantas que los contienen y en la especie
Argemone mexicana, actian como defensas naturales contra animales y hongos, asi mismo
suelen originar efectos fisiolégicos en los animales que también afectan a los seres humanos. La
generalidad de plantas medicinales con actividades toxicas y alucindgenas es producida a la
presencia de los alcaloides. El efecto se debe gracias a la dosis y la duracion del tratamiento
(32).
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ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1 Tipo, nivel y disefio de la Investigacion

2.1.1 Tipo de la Investigacion

Investigacion Basica que permite obtener informacion fundamental sobre la
concentracion de alcaloides, flavonoides actividad antioxidante de extracto

especificamente de las flores de la especie
2.1.2 Nivel de la Investigacién

La investigacion es de corte cuantitativo, explicativo donde determinamos la
concentracion ciertos metabolitos de importancia y actividad antioxidante del extracto

alcohdlico obtenido desde las flores que permita explicar las propiedades atribuidas

2.1.3 Disefio de la Investigacion
Analitico - experimental. El presente trabajo de investigacién se llevo a cabo, en el
laboratorio de andlisis instrumental de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica donde se realizaron los diversos ensayos.

2.2 Lugar de Investigacion:

Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga, en las
instalaciones del laboratorio de andlisis instrumental y control de calidad, adscrito al

departamento de Ciencias Quimicas.

2.3 Materiales de Trabajo

2.3.1 Materiales de Laboratorio:

e Equipos de proteccion personal

e Bata 0 mandil

e  Mascarillas quirargicas
e Guantes

e cofias

e Materiales de vidrio
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e  Viales de vidrio color ambar
e  Probeta de 50ml,100ml
e Vasos de precipitado de volumenes variables
e Varilla agitadora
e Vidrio de reloj
e Pipeta graduada
e  Pipeta volumétrica de 5mL y 10 mL
e  Matraz erlenmeyer
e  Tubos de ensayo
e  Mechero de vidrio
e  Placas Petri
e Vageta agitadotra
e Otros
e  Plumén marcador

e  Puntas para micropipetas

e Piseta

e Crisoles
e  Gradillas
e Tijeras

2.3.2 Equipos de Laboratorio:
- Balanza Analitica
- Balanza de precision
- Potenciometro
- Equipo de filtracion al vacio
- Equipo de agua ultrapura
- Evaporador rotatorio
- Bafio ultrasonido
- Espectrofotémetro UV-Visible
- Agitador magnético
- Plancha de calentamiento

- Refrigerador
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- Micropipetas automaticas
2.3.3 Reactivos

e Alcohol

e  Ampollas de atropina.
e  Agua destilada

e  [Fosfato acido de potasio
o bufferdepH 4, 7,10

e Acido acético

e  Tricloruro de aluminio
e Nitrito de sodio

e Hidroxido de sodio

e  Metanol

e DPPH

e  Acetato de amonio

e Neocuprina

e  Cloruro de cobre

2.3.4 Otros

- Tip o puntas de pipetas
- Papel aluminio

- Papel toalla

- Filtro jeringas

- Etiqueta para identificacion.

2.4 Hipdtesisy Variables.
2.4.1 Hipotesis

Hipotesis General

o EIl contenido de alcaloides, flavonoides totales y capacidad antioxidante que
presenta el extracto etandlico de las flores de Argemone mexicana “cardo santo”

es considerablemente alto.
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Hipotesis Especificas

o Los posibles grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico
de las flores de Argemone mexicana “cardo santo” son principalmente alcaloides
y flavonoides.

o EIl contenido de alcaloides y flavonoides del extracto etandlico de las flores de
Argemone mexicana “cardo santo” son relativamente altos.

e El extracto etanolico de las flores de Argemone mexicana “cardo santo” presenta

una apreciable actividad antioxidante por los métodos de DPPH y CUPRAC

24.2 Variables

Operacionalizacion de las variables

V. Independiente
Variable Indicador indice
) Metabolitos Reacciones de coloracion 'y
Extracto etandlico de las flores ] L
secundarios. precipitacion.
de Argemone mexicana “cardo _ i i
Pardmetros Solidos totales, solidos solubles,
santo” o o )
fisicoquimicos. pH, cenizas.
V. Dependiente
Variable Indicador indice
Alcaloides mg/g
Flavonoides AICl; ugeQ/mg
Método DPPH ICso
Actividad Antioxidante. Método
TEAC
CUPRAC
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2.5 Poblacion y muestra
2.5.1 Poblacion:

Las Flores de la especie de Argemone mexicana “cardo santo” de la zona de San Javier
del distrito de Changuillo, provincia de Nazca, en el departamento de Ica
2.5.2 Muestra:

Extracto etanolico de las flores de la especie de Argemone mexicana “cardo santo”

2.6 Métodos, técnicas y procedimientos para la recoleccion de datos

2.6.1 Recoleccion y clasificacion de la muestra vegetal

Las flores de especie de Argemone mexicana “cardo santo” fue recolectada por la autora
en la zona de San Javier como se indicé lineas arriba, en las primeras horas de la mafiana
teniendo cuidado con las espinas, tal como se indica en la bibliografia consultada,
utilizando tijeras de corte, bolsas de papel Kraft para guardar la muestra, posteriormente la
especie fue trasladada al laboratorio de analisis instrumental para el secado inicial (23).

2.6.2 Obtencion del extracto etandlico
Las flores secas y trituradas de la especie (250q) se utiliz6 para el proceso de obtencién
del extracto por maceracion mediante etanol 96° (dos litros) por un espacio de 15 dias, con
agitacion interdiaria. Se separ6 el liquido sobrenadante del marco mediante filtracion y
posteriormente fue concentrado en un evaporador rotatorio y finalmente ser secado en una

estufa a menos de los cuarenta grados de temperatura.

Figura 13. Concentrando el extracto etanolico
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2.6.3 Screening Fitoguimico:

realizado para la separacion de los denominados compuestos bioactivos o “metabolitos
secundarios”, que poseen estructuras quimicas comparativamente complejas y de
distribucién restringida y caracteristica de ciertas especies. El screening fitoquimico o
tamizaje es la fase primaria de la investigacion fitoquimica, que nos accederd la
identificacion cualitativa de los principales grupos de sustancias quimicos que se hallan
presentes en las diversas fracciones de los extractos obtenidos de las plantas, lo que nos
orienta en la extraccion y/o fraccionamiento, para el posterior aislamiento y estudio de los

grupos de mayor interés (23, 24).

2.6.4 Identificacidon de metabolitos secundarios

Se realizd en las diferentes fracciones del extracto que se obtuvo en el screening
fitoquimico de acuerdo a las reacciones de coloracion y/o precipitacion de acuerdo a los
indicado en Lock 2016 (25)

2.6.5 Procedimiento de Caracterizacion Fisicoquimicas

Sélidos totales: AOAC 925.03B

Determinacion: Utilizo una placa Petri, limpia, seca; luego coloco en la estufa a 130°C
por espacio de una hora, luego se retird y enfrié en un desecador para pesarse cuando
alcanzo la temperatura ambiente; luego se pesd aproximadamente 2g de extracto seco.
Destapada la placa con el extracto seco, se colocé a la estufa a 130 + 3°C por espacio de
una hora; controlando el tiempo desde que la estufa alcanzo la temperatura de los 130°C;
Luego se cubrid la placa con su tapa dentro de la estufa; llevando la placa al desecador y
pesando cuando alcanzo la temperatura ambiente. Se reporta la pérdida de peso como

porcentaje de humedad (28).

Solidos solubles: AOAC 932.12.

Esta determinacion se efectud por el método refractométrico, preparando una disolucion al
10% del extracto seco, previamente se calibro el equipo y se realiz6 la medicion de forma
directa (28).

Cenizas: AOAC 923.03 Ash
Determinacion: Previamente se calcino un crisol a la temperatura de trabajo (550°C),

enfrid en un desecador, luego peso y taro. Posteriormente se pes6 dentro del crisol de 1 a
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3 g del extracto seco, el cual fue bien mezclado previamente; se procedio a incinera en la
mufla a 550°C hasta que se observo cenizas de color ligeramente grises. Se enfrio en el
desecador y peso tan pronto alcanzo la temperatura ambiente. Calculo el residuo como

porcentaje de cenizas totales (28).

pH: AOAC 981.12 pH
Se analiz6 por el método potenciométrico, preparando una suspensién del extracto al 10%,
previamente se calibro el equipo con los buffers correspondientes y luego se realizé

directamente la medicion del pH (28).

2.6.6. Determinacion de alcaloides.
Se utilizé el método de Shamsa et al. (29), basado en la reaccion del alcaloide con verde de

bromocresol (BCG). Se tom¢ alicuotas (0,4, 0,6, 0,8, 1 y 1,2 mL) de una solucidén estandar
de atropina de 1 mg-mL™ y se transfirié cada una a diferentes embudos de decantacion. A
continuacion, se afiadié 5 mL de un buffer de fosfato de pH 4,7 y 5 mL de la solucién de
BCG. Se agreg06 un total de 10 mL de cloroformo en volimenes parciales de 2, 2, 3y 3 mL
en cada embudo de decantacion y estos extractos de cloroformo se recogieron en un matraz
aforado de 10 mL. La absorbancia del complejo en cloroformo se midié usando un
espectrofotometro UV-Visible a 470 nm frente a un blanco preparado con todos los

reactivos y sin la atropina.

Para el andlisis de las muestras, se aplicd el procedimiento anterior, sustituyendo en el
embudo de decantacion el volumen del estdndar de atropina por 5 mL del extracto acuoso

de la muestra. Todo el proceso se realizé por triplicado (28)

2.6.7. Andlisis del contenido total de flavonoides

El contenido total de flavonoides se determinog utilizando la técnica colorimétrica de
cloruro de aluminio (AICIs) de acuerdo con el método dado a conocer por Chang et al.
(2002) con ligeras modificaciones. Se colocd 1 ml de extracto de planta en un tubo de
ensayo y se mezclo con 100 pl de solucion de cloruro de aluminio 1 My 100 pl de acetato
de potasio. Se afiadieron 2,8 ml de metanol en un tubo de ensayo hasta un volumen final
de 4 ml. La reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta que
aparecio un color amarillo estable en la mezcla de reaccion. Se utilizé quercetina como

flavonoide estandar. La absorbancia se midio a 510 nm mediante espectrofotometro UV-
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VIS. Las lecturas del contenido total de flavonoides se tomaron por triplicado. El
contenido total de flavonoides se calcul6 mediante la curva estandar de quercetina
preparada con metanol en el rango de 0,5 a 5,0 mg/ml (R2 = 0,991) y se mostrd en
miligramos de equivalentes de quercetina/g de extracto de planta (mg QE/g). Los
resultados experimentales se expresaron como medias + desviaciéon estandar (DE)

respectivamente (29).

2.6.8 Métodos Para Determinar la Actividad Antioxidante:

Determinacion de actividad antioxidante por método DPPH:

En base al método desarrollado por Brand-Williams et al., el método de DPPH (2, 2 —
difenil-1-picrilhidracilo) el cual se emplea para determinar la actividad antioxidante
principalmente en extractos vegetales, fundado en la reduccién del radical estable DPPH,
que se revela como un viraje de la coloracion azul-violeta, hacia amarillo palido en
presencia de un compuesto con capacidad antioxidante; la absorbancia se mide

espectrofotométricamente a 517 nm (29).

En el desarrollado se pes6 3,1 mg del radical DPPH y se llevo a dilucion en 100 mL de
etanol analitico al 96% determinando que la absorbancia se encuentre dentro del rango de
0.9 - 1.0 unidades de absorbancia a la longitud de onda mencionada. Luego se tomé 2,9
mL del reactivo y se adiciona 100 ul de las respectivas diluciones del extracto se agito y

dejo en reposo en la oscuridad por 30 minutos antes de volver a leer su absorbancia (29).

Determinacion de actividad antioxidante por método CUPRAC:

El CUPRAC (copper reducing antioxidant capacity), es un método capaz de establecer la
capacidad antioxidante basado en la reaccion donde hay transferencia de un electrén
simple, Este método utiliza una solucion de Cu+2 y la Neocuproina para reaccionar con
el combinado en estudio constituyendo un quelato coloreado de Cu+1: (Cu-Nc2)+1, que
es soluble en agua y en medios organicos. Esta reaccion se lleva a cabo a pH 7, registrado
por el buffer acetato de amonio, el quelato desarrollado con el cobre reducido es medido
a longitud de onda de 450 nm, normalmente la formacidn de este complejo se completa a
30 minutos (29)
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y secado de la especie vegetal

4[ Clasificacion taxondmica ]
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mexicana “Cardo santo”

Obtencion del
extracto seco

Estudio

|
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totales

del extracto

Figura 14. Esquema grafico del estudio experimental
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2.7  Analisis e interpretacion de resultados.
Los resultados obtenidos de los diversos procedimientos analiticos aplicados fueron

registrados en una hoja de calculo del programa Excel de la computadora, los que
posteriormente fueron tabulados mediante tablas de resultados, donde se procedi6 a obtener
el promedio de las repeticiones ejecutadas con su correspondiente desviacion estandar;

subsiguientemente se confecciono las gréaficas de correlacion que fueron necesarias.

2.8 Aspectos éticos
En el presente estudio, los autores han cuidado todos aspectos éticos relevantes que pueden
comprender un trabajo de investigacion universitario, como una herramienta del saber
cientifico que alcance un progreso de la sociedad, considerando la administracion de todos
aquellos elementos que pudieran someterse a beneficio particulares que deformen los

objetivos del estudio; por lo tanto, declaran no tener ningin conflicto de Interés.
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1. RESULTADOS

Tabla 1. Caracterizacion fisico quimica del extracto etanolico de las flores de la especie
Argemone mexicana “Cardo Santo”

Parémetros Resultados Unidades
Humedad 12,02+ 0,58 g/100g
Solidos Totales 87,98 +1,42 9/100g
Solidos solubles 4,7+0,86 ° Brix
Cenizas 0,18 + 0,06 9/100g
pH 4,23+ 0,03

Color Amarillo verdoso --

Olor Suigéneris --
Consistencia Denso -

Nota. Los valores son el promedio de tres repeticiones con sus respectivas
desviacioén estandar
El color del extracto inicial fue amarillo al secar se torn6 amarillo verdoso
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Tabla 2. Metabolitos secundarios del extracto etandlico de las flores de la especie
Argemone mexicana “Cardo Santo”

Fracciones ) ] Reaccion de
) Metabolito secundario o Resultados
obtenidas Identificacion
Reaccion Flavonoide Shinoda
A ) Gelatina
Taninos o
Cloruro férrico
Aminoacidos libres Ninhidrina
Reaccion Liebermann
Esteroides/Triterppenos Burchard
B Flavonoides Shinoda
Quinonas Borntrager
Reaccion Liebermann
Triterpenos/esteroides ~ Burchard
C Lactonas
) ) Kedde
sesquiterpenicas
» ] Hager
Reaccion Alcaloides
M Mayer
Drangedorff
» ) Hager
Reaccion Alcaloides
M Mayer
Drangedorff
D Reaccion Flavonoides Shinoda
Reaccion _
o Rosenheim
Leucoantocianidinas
Reaccion Liebermann
Triterpenos/esteroides ~ Burchard
Reaccion Flavonoides  Shinoda
E Reaccion Saponinas Espuma

Nota: Para considerar positivos taninos deben dar positivas las dos reacciones
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Tabla 3. Valores de absorbancia de las soluciones estdndares de atropina para la curva de
cuantificacion

Patron Lectura 1 Lectura 2 Promedio lectura
Atropina pg/mL absorbancia absorbancia
50 0,065 0,057 0,062
100 0,202 0,204 0,203
200 0,415 0,432 0,424
300 0,684 0,680 0,682
400 0,870 0,902 0,886
500 1,212 1,232 1,224
1.4 y = 0.0025x - 0.0655
R? = 0.9954
1.2 .

Absorbancia

0 100 200 300 400 500 600
ug/L

Figura 15. Curva de calibracion de atropina para la cuantificacion de alcaloides
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Tabla 4. Determinacion de alcaloides en las diluciones del extracto de flores de especie
Argemone mexicana “Cardo Santo”

Muestra  Absorbancia Promedio ug EA/ges

mg/mL

0.504 0,122 0,130 78,2
0,138

1,08 0,172 0,179 97,8
0,186

2,16 0,244 0,239 121,8
0,234

4,32 0,373 0,377 177
0,381

8,64 0,676 0.678 297,4
0,680

EA/ges = equivalente de atropina por gramo de extracto seco

350 y =26.668x + 65.348
R%=0.999

w
o
o

N
ul
[}

200

150

100

ug equivalentes de atropina

Ul
o

0 2 4 6 8 10
mg de extracto/mL

Figura 16. Grafica de correlacion entre mg de extracto de flores y unos equivalentes de
atropina

Por lo tanto: 1mg de extracto equivalente 92,02 g equivalentes de atropina
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Tabla 5. Valores de absorbancia de las soluciones estdndares de quercetina para la curva
de cuantificacion Flavonoides

Patron Lectura 1 Lectura 2 Promedio lectura
Quercetina mM absorbancia absorbancia

54 0,188 0,185 0,187

7,2 0,260 0,261 0,261

9,6 0,334 0,337 0,336

12,9 0,454 0,453 0,454

17,2 0,574 0,58 0,577

22.9 0,763 0,775 0,769

Quercetina . Patron

0.9
y=0.0329x + 0.0177
0.8 R? = 0.9987

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

Absorbancia Promedio

0.2

0.1

0 5 10 15 20 25
Quercetina mM

Figura 17. Curva de cuantificacion de quercetina para determinar flavonoides totales
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Tabla 6. Lecturas de soluciones del extracto de la especie y determinacion de flavonoides
totales expresados como quercetina

Concentracion ,:\bsorba?cFa, Absorbancia Pkr)omzdlo | de (Ijquwalentt-e
e repeticion absorbancia e quercetina
de  extracto P de repeticion 2 X
mg/mL 1 mM
14.8 0,213 0,208 0,211 59
19.8 0,300 0,298 0,299 8,6
26.4 0,356 0,366 0,361 10,4
35,2 0,493 0,497 0,495 14,5
46.9 0,643 0,656 0,650 19,1
25.0
y=0.4091x - 0.0367
20.0 R%=0.9973
o 150
[Sa]
=
E 100
5.0
0.0
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Concentracién mg/mL

Figura 18. Curva de correlacion entre concentracion de extracto y flavonoides expresados
como equivalentes de quercetina

1 mM de Quercetina equivale a 2,30 mg/mL del extracto
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Tabla 7. Valores de las concentraciones de soluciones del extracto para la determinacion
de Porcentaje de inhibicion del radical DPPH

CC de extracto Absorbancia Absorbancia

Absorbancia

Porcentaje de

(mg/mL) 1 2 promedio inhibicién
0,949 0,948 0,949 1,25
2,9
0,882 0,910 0,891 7,28
3,9
0,745 0,745 0,746 22,4
59
0.776 0,780 0,678 29,5
6,9
0,465 0,455 0,460 51,6
9,2
Blanco 0,961
60
50 y =7.9523x - 23.399
R?2=0.9929
- :
o
S 40
S
<
£ 30
S
= 20
g
2 10
£
0

-10

mg de extracto

10

Figura 19. Curva de correlacion entre concentracion del extracto y porcentajes de inhibicion

del radical DPPH

Por lo Tanto, IC = 9,23 mg

47



Tabla 8. Valores de las concentraciones estandares de trolox para la determinacion de
actividad antioxidante por CUPRAC

Absorbancia Absorbancia

L Absorbancia Promedio de
Concentracion o repeticion repeticion _
de trolox (mM) repeticion 1 ) 3 absorbancia
19 0,372 0,372 0,371 0,372
14 0,483 0,492 0,480 0,485
19 0,647 0,649 0,657 0,651
25 0,842 0,841 0,843 0,842
34 1,123 1,126 1,125 1,125

Método CUPRAC
1.200
o 1.000 y=0.3271x + 0.0241
S R%=0.9997
£ 0.800
&
& 0.600
g
2 0.400
o
8
<< 0.200
0.000
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
Trolox mM

Figura 20. Curva de calibracién de trolox segin método CUPRAC
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Tabla 9. Lecturas de soluciones de extracto de la especie para la determinacion de
Actividad antioxidante por el método CUPRAC

Concentracion Absorbancia Absorbancia Promedio de Equivalente
de repeticion absorbancia de  Trolox
de  extracto P de repeticion 2
mg/mL 1 mM
2.9 0,541 0,537 0.539 1,6
3.9 0,682 0,670 0,676 2,0
5.2 0,953 0,944 0.949 2,8
6.9 1,164 1,178 1,171 3,5
9.2 1,585 1,547 1,576 4,7
Método - CUPRAC
5.0
4.5 y = 0.5048x + 0.1052
R%=0.9963
4.0
3.5
3.0
[}
<25
H
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

Concentracién mg/mL

Figura 21. Curva de correlacion entre concentracion de extracto y equivalentes de trolox

Porlotanto: 1,76 mg +— 1 mM de trolox
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V. DISCUSIONES

En el presente trabajo tuvo como objetivo “Cuantificar el contenido de alcaloides, polifenoles
totales la caracterizacion y determinacion de la actividad antioxidante de extracto etanolico de
las flores de la especie Argemone mexicana “cardo santo” recolectada en la zona de San Javier,
distrito de Changuillo, provincia de Nazca, departamento de Ica, en consideracion a las
referencias del uso de esta parte de la planta por los pobladores de dicha zona para aliviar
algunos malestares de su salud. Si bien en cierto esta es especie es bastante estudiada en cuanto
a datos referenciados del estudio exclusivo de su flor y su relacion a los usos farmacolégicos
asociados son muy escasos; con esta investigacién pretendemos cubrir y contribuir en parte a
llenar ese vacio que respalden el uso tradicional de esta parte de la planta con bases
experimentales. La flor de la cardo santo es de pétalos amarillo vistoso que al secar toma una
coloracion mas palida, se colocd un peso 250 g en 2 litro de alcohol, obteniéndose solo 29,19
de extracto seco de color verde amarillo a diferencia de otros estudios de la especie ya sea de
partes diferentes o la totalidad donde refieren el color de verde oscuro a negro (14, 17, 20)

En la tabla 1 se realizé la caracterizacion del extracto obtenido, se determinaron humedad,
cenizas, solidos solubles, pH y caracteristicas sensoriales como color, olor y consistencia,
parametros que se estd comenzando a reportar estudios de extractos de vegetales con
propiedades terapéuticas (20), donde se puede conservar que el residuo de agua (humedad) fue
menor al 12% porciento lo que nos garantiza que el extracto no sera facilmente alterado por
contaminacidn bacteriana; asi como, la cantidad infima de solidos solubles en agua y la cantidad
de cenizas.

Al reconocimiento de los metabolitos secundario (Tabla 2) en las fracciones obtenidas del
screening, los cuales se comprobaron mediante las reacciones de coloracién y/o precipitacion
indicadas en los estudios fitoquimicos segin la marcha analitica de Lock 2017, se debe destacar
la presencia predominante de alcaloides y flavonoides en las diversas fracciones y solo en la
fraccion B, una débil reaccidn para esteroides y/o triterpenos; se conoce que los alcaloides
predominante en casi toda la estructura de la planta son sanguinarina y berberina que se
encuentran en cantidades considerables en las semillas maduras, en las hojas y tallo de la especie
(33) que poseen comprobada toxicidad elevada. La reaccion para flavonoide en todas las
fracciones en las que se identificd fue rdpida e intensa de color naranja-rojizo, se tienen
referencia que los alcaloides presente en esta especie son los derivados de la quercetina (13, 18)
En lo referente al contenido de alcaloides, se emple6 como patrédn referencial la atropina, para
lo cual se establecid una curva de cuantificacion (tabla 3 y figura 15), esto permitié luego
determinar en las diversas diluciones del extracto el contenido de alcaloides totales expresados

como quercetina (tabla 4), obteniéndose un equivalencia 1mM de quercetina es igual a 2,30 mg
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de extracto, un valor que manifiesta un alto contenido de estos tipos de compuestos muchos de
ellos asociados a propiedades terapéuticas que tienen que ver con la neutralizacion de radicales
libres, como ya se menciond anteriormente en esta especie se han identificados flavonoides
como quercetina y sus derivados (15, 16); asi como, una serie acidos fendlicos.

Respecto a la actividad antioxidante podemos observar en la tabla 5 y figura 17, el resultado de
la actividad por el método del radical libre DPPH, en la cual se determind los porcentajes de
inhibicion de las diversas disoluciones con distintas concentraciones permitié hallar el
correspondiente ICso al que corresponde un valor de 9,23 mg, debe recordar que no se ha
encontrado un valor para un extracto de flores sin embargo comparado con los diversos reportes
de la actividad antioxidante para los extractos de otras partes de la especie se puede considerar
una baja actividad (12, 14, 15, 18), debemos considerar que el principal mecanismo de accion
del método, es la transferencia de atomos de hidrégenos (HAT), sin dejar de lado la transferencia
de electrones simples (SET), que en el resultado obtenido parecen ser aportados no solo por los
flavonoides presente; si no también, los compuestos del tipo acidos fendlicos, que segun la
revision bibliogréfica se han determinado en los diferentes extractos conseguidos con diversos
solventes, de las diversas partes de la planta como son principalmente hojas, tallos y raices
(14,16), por ejemplo la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico del latex se obtuvo
valores muy superiores (21), o los valores obtenidos para las hojas de la misma especie de zona
alto andina por Mancilla también fueron superiores.

Para la determinacion de la actividad antioxidante por el método CUPRAC, método cuyo
mecanismo de accion es estrictamente basado en SET primero se estableci6 la actividad del
patron trolox (tabla 8 y figura 19) bajo las condiciones trabajadas lo que nos permitié obtener
una ecuacion mediante la cual se determina la actividad equivalente de las diversas disoluciones
expresadas en M de trolox., como se puede apreciar en la tabla 9 y la correspondiente figura 20,
hallando una muy considerable actividad antioxidante ya que 1,76 mg del extracto equivalen a
Imilimol de trolox; este resultado no pudo ser comparado directamente ya que no se ha
encontrado ninguna referencia donde se haya usado este método para determinar la actividad
antioxidante de extractos de la especie; sin embargo existe multiples estudios donde se ha
empleado el método FRAP que emplea el mismo mecanismo, encontrandose resultados mas
activos que empelandose el método DPPH.

Del estudio presente estudio debemos destacar que se ha estudio exclusivamente las flores que
han presentado casi en su totalidad por alcaloides y flavonoides, y que los antecedentes sobre
estudios de esta parte de la especie son escasos, como consecuencia de los resultados podemos
concluir que las flores de la especie Argemone mexicana “cardo santo” de la zona de San Javier,
distrito Changuillo, provincia Nazca, departamento lIca, presenta caracteristicas apreciables que

debemos tener muy en cuenta, ya sea en su composicién quimica, como el contenido de
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alcaloides y flavonoides que respaldarian el valor terapéutico asignado para el alivio de algunas
enfermedades relacionadas con generacion de radicales libres, los cuales podrian producir un
estrés oxidativo y deben ser neutralizados mediante los diferentes sistemas antioxidantes con

que puede contar nuestro organismo.
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V. CONCLUSIONES:

Considerando los objetivos planteados en el presente trabajo podemos concluir que:

- La caracterizacion del extracto de las flores de la especie Argemone mexicana “cardo
santo” muestra un contenido escaso de cenizas y solidos solubles, en lo referente a los
metabolitos secundarios, que destacan en la composicion quimica son principalmente

alcaloides y flavonoides

- El contenido de alcaloides totales en el extracto de las flores de la especie Argemone
mexicana “cardo santo” es relativamente bajo; en lo relativo al contenido de alcaloides
determinados por el método de tricloruro de aluminio resulto considerablemente alto,

en comparacion a los reportes en las diferentes partes de la especie referenciados.

- Enloreferente a la actividad antioxidante por el método del radical libre DPPH present6
una actividad antioxidante media; sin embargo, por el método CUPRAC se determind
una relativamente alta capacidad antioxidante, lo que justificaria algunas de las

propiedades terapéuticas atribuidas.
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VI. RECOMENDACIONES

Extender el estudio fitoquimico hacia la deteccion del tipo de alcaloides y flavonoides
presente, afin de ver las posibles estructuras ya que en las otras partes de la especie (raiz,
tallo, hojas y semillas), se han obtenidos sustancias de importancia farmacologica

propiedades antioxidantes, analgésico, entre otras.

Se recomienda determinar la toxicidad del extracto de las flores de la especie Argemone
mexicana, teniendo en consideracion que los extractos de las otras partes de la planta

presente un grado apreciable de toxicidad dejando un corto margen terapéutico.
Realizar estudios actividad antioxidante por otros métodos in vitro y extender luego a

estudios in vivo que permita conocer la real magnitud de dicha actividad como evidencia

cientifica experimental de las propiedades atribuidas
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VIII. ANEXOS

Figura 22. Cardo santo en un campo de zapallo

Figura 23. Deteccion de flavonoide
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Figura 24. Determinacion de actividad antioxidante por método DPPH

Figura 25. Determinacion de actividad antioxidante por método CUPRAC
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Figura 26. Diluciones del estracto

Figura 27. Material para inicar la determinacion de actividad atioxidante
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CERTIFICACION BOTANICA

“ANO DEL BICENTENARIO, DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA
INDEPENDENCIA, Y DE LA CONMEMORACION DE LAS HEROICAS BATALLAS
DE JUNIN Y AYACUCHO”

El Blgo. Que suscribe determina que, la muestra biolégica presentada
por el bachiller en Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional “San
Luis Gonzaga” FIORELLA VIRGINIA CUYA SAIRE con DNI N°
43545797 para su determinacion, el cual pertenece al nombre cientifico
de Argemone subfusiformis G.B. OWNBEY. “cardo santo”, segun

Sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist, (1988).
REINO: PLANTAE
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: PAPAVERALES
FAMILIA: PAPAVERACEAE
GENERO: Argemone
ESPECIE: Argemone subfusiformis G.B. OWNBEY.

N.V. “cardo santo”

Se emite la presente certificacion a solicitud del interesado para fines de

estudio.

Ica 26 de abril 2024

Figura 28. Certificado de Botanica
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Fotos:

Figura 30. Recoleccion de la muestra.
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Figura 31. Terminando la Recoleccién de la muestra.

Figura 32. Secado de la muestra.
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