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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo: Evaluar la actividad antioxidante y
antibacteriana del extracto etanélico de las hojas de Maytenus octogona (L'Héritier)
DC. La especie en estudio proviene del distrito de Yauca, provincia de lca. El
extracto etandlico obtenido por el método de reflujo fue sometido a un Screening
Fitoquimico identificandose los siguientes grupos de metabolitos secundarios:
flavonoides, grupos fendélicos libres, esteroides y/o triterpenos, leucoantocianidinas,
catequinas y grupos amino primarios y secundarios. La actividad antioxidante fue
evaluada mediante los métodos: Método del Poder Antioxidante de Reduccion
Férrica (FRAP), Método reaccién con el radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-
sulfonato de amonio) (ABTS) y Método de inhibicion frente al radical libre 2,2-Difenil-
1-picrilhidraizil (DPPH). El extracto etandlico presenté altos valores de propiedad
antioxidante en todas las técnicas realizadas resultando que un miligramo (1mg) de
extracto -etandlico es equivalente a: 1.678 mM de Trolox (Método de FRAP),
0.4678mM de Trolox (Método de ABTS) y el ICs es equivalente a 2.2908 mg del
extracto (Método DPPH). La actividad antibacteriana se evalué mediante el método
de difusién en agar utilizando bacterias tipificadas Gram positivas y Gram negativas.
El extracto etan6lico de las hojas de Maytenus octogona presentd una leve actividad
antibacteriana frente a bacterias Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
25923) y Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) y Gram negativa: Enterobacter
aerogenes (ATCC 13048) a las concentraciones de 50 y 70%. Asimismo, no mostro
:actividad contra las bacterias Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC
25922) y Salmonella typhi (ATCC 14028). Los valores del PIR a las concentraciones
de 50 y 70% del extracto etandlico, mostraron una leve capacidad antibacteriana
contra las cepas: Staphylococcus aureus (59.16 y 70.61%), Staphylococcus
epidermidis (63.26 y 60.70%) y para Enterobacter aerogenes (49.64 y 50%);
respectivamente frente al control positivo.

Palabras clave: Maytenus ocfogona (L'Héritier) DC, antioxidante, antibacteriana,
cepas bacterianas, FRAP, ABTS y DPPH.



ABSTRACT

This study aims to evaluate the antioxidant and antibacterial activity of the ethanol
extract of the leaves of Maytenus octogona (L'Héritier) DC. The species studied
yauca district comes from the province of Ica. The ethanol extract obtained by the:
method reflux was subjected to a phytochemical Screening identified the following
groups of secondary metabolites: flavonoids, free phenolic groups, steroids and / or
triterpenes, leucoanthocyanidins, catechins and primary and secondary amino
groups. The antioxidant activity was evaluated by the methods: Method Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP), Method reaction with 2,2'-azino-radical bis- (3-
-ethylbenzthiazoline-6-ammonium suifonate) (ABTS) and Method of free radical
inhibition versus 2 ‘2-Dip'henyl-1-picrilhidraizil (DPPH). The ethanol extract showed
high antioxidant property values in all the techniques resulting realized that one-
milligram (1mg) of ethanol extract is equivalent to: Trolox 1.678 mM (FRAP method),
0.4678 mM Trolox (ABTS method) and the IC50 It is equivalent to 2.2908 mg of
extract (DPPH method). The antibacterial activity was evaluated using the agar
diffusion method using typified Gram positive and Gram negative. The ethanol extract
of the leaves of Maytenus octogona showed a slight antibacterial activity against
Gram-positive bacteria: Staphylococcus aureus (ATCC 25923)-and Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) and Gram negative: Enterobacter aerogenes (ATCC
13048) at concentrations of 50 and 70%. He also showed no activity against bacteria
Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 25922) and Salmonella typhi
(ATCC 14028). PIR values at concentrations of 50 and 70% of -ethanol extract
showed a mild antibacterial ability against strains: Staphylococcus aureus (59.16 and
70.61%), Staphylococcus epidermidis (63.26 and 60.70%) and Enterobacter
aerogenes (49.64 and 50 %); respectively against the positive control.

Keywords: Maytenus octogona (L’Héritier) DC, antioxidant, antibacterial, bacterial
strains, FRAP, ABTS and DPPH. '



INTRODUCCION

Los antioxidantes son importantes por la capacidad que tienen de proteger a las
macromoléculas biolégicas contra el dafio oxidativo.! El organismo dispone de
sistemas de defensa antioxidante (superéxido dismutasa, catalasa, proteinas,
glucosa, grupos sulfidrilos, entre otros) que actGan impidiendo la formacién de
radicales libres, bloqueando su propagacién o interaccionando directamente con
ellos. También es posible que se ingiera con la dieta sustancias naturales o de origen
sintético con capacidad antioxidante, como flavonoides, polifenoles, beta-caroteno,
vitamina E, vitamina C, y otros més.2 El uso de las plantas medicinales con fines
curativos ‘es-una practica que se ha venido utilizando desde muchas décadas atras?®,
‘para tratar una amplia gama de dolencias causadas por infecciones microbianas y
las complicaciones resultantes del estrés oxidativo e inflamacién.*

La proliferacion de enfermedades causada por microorganismos patégenos es una
preocupacion generalizada, que constituye un factor de riesgo para la salud publica,
es por esto que se buscan fuentes naturales que inhiban el crecimiento bacteriano;
descubriendo en las plantas cbmpuestos bioactivos para tal fin. Por lo tanto, la
busqueda de antioxidantes naturales, compuestos antimicrobianos seguros y
-eficaces entre las plantas es importante.®

Las plantas del género Maytenus pertenecen a la familia Celastraceae, y es el més
abundante e importante, incluye 98 géneros con aproximadamente 1.264 especies y
tiene una larga historia de uso en la medicina tradicional. Estas plantas estan muy
extendidas en las regiones tropicales y subtropicales, incluyendo el norte de Africa,
América del Sur y el Este de Asia, especialmente en China. Son ampliamente
utilizados en la medicina popular como antitumorales, antiasmaticos, analgésicos,
antiinflamatorios, antimicrobianos, antiulceroso y como tratamiento para problemas
estomacales.® Se ha demostrado la actividad biologica de varias especies de
Maytenus: M. ilicifolia-como antinociceptiva, antiinflamatoria y antioxidante (Jorge et
al. 2004, Vellosa et al. 2006); M. krukovii presenta actividad antioxidante,



antimutagénica y antimicrobiana (Bruni et al. 2006); M. aquifolium, propiedades
analgésicas (Gonzales et al. 2001); M. senegalensis posee actividad antibacteriana,
antiviral, antitumoral (Gessler et al. 1995, Otake et al. 1995, Matu & Van Staden
2003); M. macrocarpa acttia como citotéxico de células cancerigenas (Chavez et al.
2010) y antimicrobiano (Kloucek et al. 2007).”

En blGsqueda de nuevas terapias para el tratamiento de infecciones causadas por
bacterias resistentes, enfermedades cronicas degenerativas como consecuencia del
estrés oxidativo y teniendo en cuenta que en nuestro pais no se reportan estudios
sobre la actividad antioxidante y antibacteriana de las hojas de Maytenus octogona,
iniciamos la presente investigacion, con la finalidad de contribuir con la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas, por lo que proponemos que Maytenus octogona
posee propiedades, tanto antioxidante como antibacteriana, vinculando ambas ya
que estas actividades estan estrechamente relacionadas, para lo cual se plantea el
siguiente objetivo general: Evaluar la actividad antioxidante y antibacteriana del
extracto etandlico de las hojas de Maytenus octogona.



CAPITULOI:




1.1. ESPECIE: Maytenus octogona (L’Héritier) DC.

1.1.1 Antecedentes:

Hay evidencias cientificas de que algunas especies del género Maytenus
poseen actividades antimicrobianas y/o antioxidantes, y reportes referidos a
otras especies del mismo géenero se citan a continuacion:

Jorge RM et al (2004)%. El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de
las actividades antiinflamatoria, antinociceptiva y citoprotectora, y evaluar el
perfil fitoquimico de los extractos de hexano y acetato de etilo de Maytenus
ilicifolia. Por administracién oral de estos extractos inhibieron la nocicepcion en
ratones y ratas. La gravedad de las lesiones gastricas inducidas por el estrés
por frio fue también reducido en ratas considerando tanto citoproteccién y
aspectos curativos. La administracién de los extractos llevé a un aumento del
volumen gastrico y del pH. Estos resultados sugieren que los extractos de
hexano y acetato de etilo de Maytenus ilicifolia pueden representar una
importante alternativa clinica en la terapéutica antiinflamatorias y anti-
ulcerogénicos, sin embargo, otros experimentos deben realizarse para
confirmar esta afirmacion.

Bruni et al (2006)°. Se investig6 el extracto hidroalcohélico de la corteza de:
Maytenus krukovii para sus actividades mutageno-protectoras in vitro por
medio del ensayo de Ames Salmonella / microsoma. El extracto no mostré
significativa actividad antibacteriana, y fue débilmente activo contra
dermatofitos y hongos fitopatégenos, pero inhibi6 el crecimiento del
fitopatégeno Pithyum ultimum.

Vellosa et al {2006)'. En-este estudio se evalué el extracto etanélico crudo de
M. ilicifolia, una planta con importante potencial en el tratamiento del cancer y
se ha utilizado ampliamente en Brasil y otros paises, como una fuente
potencial antioxidante usando un ensayo basado en la decoloracion del



monocation radical 2,2'-azinobis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS™)
y capacidad de eliminar HOCI. Se utilizaron Trolox y acido Urico como
controles positivos. Los resultados indicaron a la corteza de la raiz de M.
ilicifolia como una gran fuente de antioxidantes sobre la base de su potencial
como eliminador de radicales.

Kloucek et al (2007)"'. En Ucayali-Per(, evaluaron la actividad antimicrobiana
de seis cortezas utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de condiciones
que podrian estar asociados con microorganismos; entre ellas, la corteza de la
raiz de Maytenus macrocarpa probadas contra nueve bacterias y uno de
levadura utilizando el método de microdilucién en caldo. Todas las plantas
poseian efecto antimicrobiano significativo, sin embargo el mas amplio
espectro de accion se demostré por el extracto de Maytenus macrocarpa.

Rebuglio et al {2007)'2.-Evaluaron el perfil de accién de Maytenus aquifolium
sobre los radicales libres y especies reactivas de oxigeno.

Numerosos compuestos aislados de Maytenus ilicifolia se han probado por su
actividad antitumoral, sin embargo, la infusién de las hojas se han utilizado en
Brasil por la med‘icina popular por sus efectos antiacidos y anti-ulcerogénicos
(Queiroga et al., 20000). Souza Formigoni et al. (1991) demostré la accién
protectora del té preparado vertiendo agua hirviendo sobre las hojas frescas o
secas ("abafado") de Maytenus ilicifolia y Maytenus aquifolium contra el
desarrollo experimental de ulcera en ratas, tanto por via oral (vo) y por via
intraperitoneal (ip). La presencia de metabolitos fenélicos podria justificar el
uso de algunas especies de Maytenus como agentes antiinflamatorios y anti-
ulcerogénicos (Jorge et al., 2004).

Ledn et al (2009)'3. En Esparia, fueron investigados las propiedades anti-
estafilocécicas de zeylasterone y demethylzeylasterone, dos triterpenoides 6-
oxofenolic aisladas de Maytenus blepharodes. Los resultados obtenidos y las
caracteristicas estructurales de zeylasferone indican que su mecanismo de



accién contra Staphylococcus aureus radica principalmente en su capacidad
para dafar la membrana citoplasmatica. '

Mokoka ‘et al (2013)%. Evaluaron la actividad antimicrobiana y citotéxica de
triterpenos aislados de las hojas de Maytenus undata validando el uso
tradicional de la planta como agente antimicrobiano y para el tratamiento de
problemas estomacales.

Aroke et al {2013)*. En Pretoria-Sudafrica, evaluaron las actividades
antimicrobiana y antioxidante de cuatro especies de Maytenus, para tratar las
infecciones gastrointestinales y enfermedades diarreicas. En este-estudio se
justifica el uso tradicional de la hoja de extractos crudos y fracciones de estas
cuatro plantas: Maytenus peduncularis, Maytenus procumbens, Maytenus
senegalensis y Maytenus undata como agentes terapéuticos y preventivos
para remediar los trastornos gastrointestinales que resultan de-la infeccién; ia
inflamacién y complicaciones del estrés oxidativo.

1.1.2 Sinonimia vulgar:
Maytenus, maitén.
1.1.3 Morfologia de la especie:

Maytenus octogona es una especie endémica de Ecuador y Pert. Es un Arbol
de hasta 10 m de altura. Tallo muy seco de color marrén-plomizo, fisurado,
con ramas marrones-moradas. Hojas redondas, gruesas, lisas, de color verde
oscuro. Flor pequefia de color verde-amarillenta, muy claro, en forma de disco.
Fruto tipo capsula, mas grande que la flor; se-abre para liberar la semilla."*

1.1.4 Habitat:

Monte riberefio, laderas de cerros. Presencia de dipteros, hormigas (abdomen
con franjas amarillas). Asociada a Acacia, Armatocereus, Bulnesia, Cercidium,
Capparis, Ephedra, Haageocereus,Schinus, Neoraimondia, Tecoma. 14



1.1.5 Usos tradicionales:

Medicinal. Hoy en dia es poco comun en Ica, probablemente por el uso de-su
madera y lefia. "

1.2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.
1.2.1 Microorganismos - bacterias:

La bacteria es un microorganismo que nace, crece, se reproduce y muere con
su constitucién y metabolismo propio*®

Las bacterias son organismos unicelulares microscopicos que prosperan en
ambientes diversos. Pueden vivir en el suelo, en el océano y en el interior del
intestino humano. Las bacterias son procariotas.*®

Se clasifican en dos grupos diferentes en funcion de la estructura de su pared.
Un grupo, las denominadas gram-positivas, s6lo poseen peptidoglucano; el
otro, las denominadas gram-negativas, tienen adosadas por fuera del
peptidoglucano una membrana rica en lipopolisacaridos. '’

1.2.2 Cepas utilizadas en el estudio:
1.2.2.1 Cepas bacterianas Gram-positivas:
A. Bacillus cereus (ATCC 11778):

Bacillus cereus es un microorganismo gram-positivo, posee forma de bastén
alargado, es aerobio facultativo y formador de esporas, pero estas no son
liberadas del esporangio. Crece en condiciones de oxigeno normales. No
crece por debajo de 4,4°C y se destruye por cocinado normal, pero las
esporas al ser termorresistente puede sobrevivir. Se puede encontrar en el
suelo, poivo y especias. Bacillus cereus produce dos enterotoxinas durante su
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crecimiento exponencial: la toxina diarreica y la toxina emética que dan lugar a

dos formas clinicas distintas de intoxicacién alimentaria. '®1°

B. Staphylococcus aureus (ATCC 25923):

Los integrantes del género Staphylococcus, son cocos Gram positivos de 0,5 -
1,5 ym de didmetro,?® distribuido en grupos irregulares a manera de racimos;
- posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de una amplia gama
de enfermedades. Son inméviles, facultativamente anaerobios. Produce
lesiones superficiales de la piel y abscesos localizados en otros sitios. Causa
infecciones del sistema nervioso central e infecciones profundas como
osteomielitis y endocarditis; infecciones respiratorias como neumonia,
infecciones del tracto urinario y es la principal causa de infecciones
nosocomiales; el 40 a 50% de los seres humanos aproximadamente son
portadores nasales de Staphylococcus aureus, estas se encuentran en las
ropas personales, de cama o de-ambientes humanos. En la actualidad las
cepas de Staphylococcus aureus tienen un amplio rango de resistencia a los

antibiéticos y se pueden encontrar cepas resistentes.'®?°

C. Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228):

El S. epidermidis, se caracteriza por ser coagulasa negativo y novobiacina
sensible, fue considerado por mucho tiempo como un germen contaminante
de cultivos. Sin embargo, ahora se le reconoce como un patégeno importante
y es considerado €l agente causal de diferentes entidades clinicas, entre ellas:
Infecciones urinarias intrahospitalarias, osteomielitis, endocarditis de vaivula
nativa, bacteriemia en pacientes inmunosuprimidos, endoftalmitis después de
cirugia ocular, infecciones de dispositivos médicos 0 cuerpos -extrafios
(catéteres endovenosos, fistulas para hemodidlisis, catéteres de dialisis
peritoneal, marcapasos, articulaciones protésicas, injertos vasculares, valvulas
cardiacas protésicas e implantes de mama).**
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1.2.2.2 Cepas bacterianas Gram-negativas:
A. Escherichia coli{ATCC 25922):

Escherichia coli es un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas
horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo de flora
normal, pero hay cepas que pueden ser patogenas y causar dafio produciendo
diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea.?

Producen una potente toxina y puede ocasionar enfermedades graves como el
sindrome urémico hemolitico, y puede causar infecciones intestinales y extra
intestinales generalmente graves, tales como infecciones del aparato excretor,

cistitis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia.'®*

B. Salmonella typhi (ATCC 14028):

Las salmonellas son bacterias gram-negativas. La S. typhi es una bacteria
anaer6bica facultativa, que puede en ocasiones sobrevivir en bajas
condiciones de oxigeno. 2

Son causa importante de enfermedades transmitidas por los alimentos en todo
el mundo. La bacteria generalmente se transmite a los seres humanos a
través del consumo de los alimentos contaminados de origen animal,
principalmente carne, pollo, huevos y leche. Los sintomas de la infeccién por
salmonella suelen aparecer de 12 a 72 horas después de la infeccién, e
incluyen fiebre, dolor abdominal, diarrea, nduseas y a veces vomitos. 2

C. Enterobacter-aerogenes {ATCC 13048):

Es una bacteria- gram-negativa con forma de bastén. Las especies de
Enterobacter son conocidas por su resistencia a los medicamentos, que se
-cree que ha sido amplificada por el uso de cefalosporinas de amplio espectro
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en los hospitales (Giamarellou, 2005). Infecciones causadas por Enterobacter
pueden incluir bacteriemia, infecciones del tracto respiratorio inferior,
infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones del tracto urinario (ITU),
endocarditis, ihfeccione_s intra-abdominales, artritis séptica, osteomielitis,
infecciones del sistema nervioso central, y las infecciones oftaimicas. Las
infecciones por Enterobacter pueden requerir hospitalizacién prolongada,
multiples y variados estudios de imagen y pruebas de laboratorio, diversos
procedimientos quirtrgicos y no quirtrgicos, y agentes antimicrobianos
potentes y caros.?®

1.2.3. Antibiético:

Los antibiéticos son sustancias quimicas especificas derivadas- 0 producidas
por los organismos vivos que incluso en pequefias concentraciones son
capaces de inhibir los procesos vitales de otros organismos. Los primeros
antibiéticos se aislaron de microorganismos, aunque en la actualidad algunos
se obtienen incluso de plantas superiores y animales. %

Farmaco utilizado en el ensayo:

1.2.3.1 Ciprofloxacino®:

Es uno de los derivados de las fluoroquinolonas mas potente. Es bactericida y
tiene un amplio -espectro extendido contra la mayoria de las bacterias
aerdbicas gram-negativas, incluso Pseudomonas, Chlamydia trachomatis,
Haemophilus, Neisseria y contra bacterias aerébicas gram-positivas, incluso
los estafilococos productores de penicilinasas y los resistentes a la meticilina.
S. pneumoniae es susceptible a las concentraciones mayores de
ciprofloxacino.

Farmacocinética: Se absorbe muy bien después de su administracién oral y
se distribuye de manera extensa-en los tejidos del cuerpo. Su concentracion
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sérica maxima se alcanza en las primeras 3 horas después de una dosis‘oral
de 400mg. Los alimentos no modifican la absorcién oral pero aumentan el
intervalo que transcurren hasta -alcanzar la concentracion sérica maxima. La
semivida sérica es de 3-a 4h. El volumen de distribucién es elevado y se ha
detectado ciprofloxacino en leche materna humana. Se elimina a través de los.
riflones.

Farmacodinamia: El ciprofloxacino tiene un amplio espectro de actividad
antibacteriana frente a gérmenes patégenos aerobios Gram-positivos y Gram-
negativos.

El ciprofloxacino inhibe la sintesis bacteriana del acido desoxirribonucleico y
es bactericida. A causa de su potente actividad, es activo frente a organismos
que son resistentes al acido nalidixico, oxonilico y pipemidico, cinoxacina y
compuestos relacionados.

indicaciones terapéuticas: Tratamiento de las infecciones del tracto urinario
superior e inferior, incluyendo cistitis, pielitis y cistopielitis, causadas por
bacterias sensibles. Tratamiento de la prostatitis. Tratamiento de ETS como
gonorrea y chancroide. Tratamiento de infecciones digestivas causadas por
microorganismos sensibles al ciprofloxacino.

1.2.4. Pruebas de-susceptibilidad in vitro?>303132;

La actividad antimicrobiana in vitro, se refiere a los experimentos que se hacen
con inéculos de microorganismos en medios de cultivo sblidos y semisélidos
como €l agar o liquidos como el caldo nutritivo, estos ensayos se realizan en
el laboratorio y permiteh medir la susceptibilidad de microorganismos
patégenos y fitopatégenos frente a una sustancia o la mezcla de sustancias
desconocidas de origen vegetal con potencial antimicrobiano. La evaluacién
de la eficacia antimicrobiana se realiza determinando la inhibicion del
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crecimiento microbiano. Existen técnicas para evaluar los antimicrobianos
como: métodos de difusién en agar, métodos de-dilucién, entre otros.

1.2.4.1 Método de Difusién en Agar®®3'Y3%

Se basa fundamentalimente en incorporar al medio de-cultivo el antibiético o el
microorganismo en concentracién conocida para que luego de solidificarse el
medio se -adicione la contraparte, luego incubar a temperatura y tiempo
determinados, finalizado el periodo de incubacién, observar la inhibicién de
crecimiento o halos de inhibicién segun la técnica utilizada. Esta técnica
también abarca la llamada, método de difusiébn o de discos de papel y la
llamada método de difusién en placa excavada. Las ventajas de los métodos
de difusién son que utilizan una pequefia cantidad de la muestra a evaluar y
ofrecen la posibilidad de- ensayar varias sustancias o concentraciones en un
mismo organismo.

1.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

La produccién de energia a partir de los alimentos supone la transferencia de
electrones, con liberacién de energia en cada etapa, mediante una serie de
aceptores de electrones hasta que finalmente se transformaen H,0 y CO,. La
oxidacion de una molécula es la transferencia de electrones desde un atomo
a otro, lo cual es una parte esencial del metabolismo normal. Las plantas
capturan la energia de la luz solar a través de reacciones de transferencia de
-electrones que ocurren ‘en los cloroplastos. Son numerosos los procesos
bioquimicos en los que intervienen reacciones de oxidacién, en los que
quedan electrones sin aparear. Los atomos o moléculas que poseen
electrones desapareados se denominan ‘radicales libres” y son especies
altamente reactivas debido-a que buscan capturar otro-electrén para completar
el par electrénico.3 Los diferentes radicales libres se pueden clasificar en
especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS),
segln contengan en su estructura oxigeno o nitrégeno, respectivamente.
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Los radicales libres se forman constantemente en el organismo y juegan un rol
crucial en una variedad de funciones fisiolégicas. Se estima que las
mitocondrias constituyen la principal fuente subcelular de ROS, durante el
proceso de obtencion de-energia. Estas especies también son generadas por
células fagociticas en reacciones inflamatorias controladas, que liberan
oxidantes con el objetivo de destruir células infectadas por bacterias o virus,
formando parte de la defensa inmunitaria ‘de! organismo. Por otra parte, el
hombre estd sometido permanentemente a la accion de radicales libres
externos- por exposicion a diferentes factores ambientales, como radiaciones
ionizantes, rayos UV, tabaco (genera RNS), radiacién gamma, etc.

Sin embargo, {a generacion en -exceso de estas especies reactivas puede
conducir a un “estrés oxidativo”, definido como un incremento en la produccién
de ROS, tales como el radical superéxido (O2"), peréxido de hidrégeno (H205),
radical hidroxilo (HO'), etc, produciendo un desequilibric en el estatus
antioxidante/oxidante del cuerpo humano. Estas moléculas son capaces de
dafiar o destruir la funcién de otras macromoléculas, como por ejemplo lipidos
de membranas celulares, proteinas, enzimas, ADN y pueden llevar incluso a la
muerte celular (apoptosis). Existen evidencias que muestran que, como
consecuencia del efecto dafino de los radicales libres, un desequilibrio
prolongado de los mismos en el organismo contribuye a la patogénesis de
diversas enfermedades cronicas y degenerativas del hombre, como
afecciones del sistema nervioso, cardiovascular, endocrino, renal, etc, o en

-enfermedades como céncer y procesos inflamatorios.>*®

1.3.1 Antioxidante:

En un-sistema biolégico, un antioxidante es capaz de reaccionar con radicales
libres siendo entonces un terminador de cadena oxidativa. La capacidad
antioxidante de una sustancia o molécula se define' como la habilidad para
inhibir la degradacién oxidativa (por ejemplo, lipoperoxidacion). La capacidad
antioxidante estd determinada a su vez por. a) Reactividad quimica del
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antioxidante asociada a la actividad anti-radicalaria o estabilizadora de
radicales libres; b) Capacidad para acceder al sitio de reaccion y c) Estabilidad
de los productos formados después del proceso de estabilizacion de radicales
libres. Ante un incesante dafio que ejercen los radicales libres en los sistemas
vivos la naturaleza ha brindado diferentes fuentes de proteccién que permiten
mediar este dario.%®

Estos sistemas, de acuerdo a su origen, pueden clasificarse como endégenos

y exégenos (Ver figura N°1).
Licopenos, Cobre,
— Cofactor Zinc, Hierro y
Manganeso.
Endégenos
1 Glutation | | i
wn Coenzima Q Catalasa
B Acido tibctico | Superéxidodismutasa
L . Glutatiénperoxidasa
5 Enzimas Glutation reductasa,
a Glutatién S-transferasa
QO
]

Vitamina E
Vitamina C
Flavonoides
B-caroteno

—1 Exégenos

Figura N°1. Clasificacion de los antioxidantes®®

Los sistemas de defensa antioxidante end6geno consisten en una serie de
elementos biolégicos que brindan proteccién ante la produccién continua de
radicales libres generados por funciones celulares como la respiracion y
sintesis de ATP a nivel mitocondrial; el sistema antioxidante endégeno, a su
vez, se divide en enzimatico y no enzimatico. El primero lo constituyen las
enzimas antioxidantes: Superéxido dismutasa, Catalasa, Glutation peroxidasa,
glutation reductasa, glutation S-transferasa, -entre las mas importantes. El
segundo lo integran el glutatién, la coenzima Q y el acido tiéctico o lipoico. El
sistema de defensa antioxidante exégeno se forma por todos los elementos
provistos del medio ambiente (alimentos, plantas, etc.) que han sido sometidos-
a estudios cientificos y se les ha identificado. actividad antioxidante. Entre los
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mas estudiados se encuentran la vitamina E, vitamina C, B-carotenos y
polifenoles (flavonoides y taninos).*®

Los -antioxidantes pueden prevenir o retardar la oxidacion de un sustrato
biolégico, y -en algunos casos revertir el dafio oxidativo de las moléculas
afectadas mediante los siguientes mecanismos de accién antioxidante:

a.- Antioxidantes primarios o preventivos: Previenen la formacién de nuevos
radicales libres (RL), convirtiendo los RL-s ‘existente en moléculas menos
perjudiciales antes de que puedan reaccionar y generar asi una mayor tasa de
RL-s. Este mecanismo de accién es el que emplean los antioxidantes de
naturaleza enzimatica.

b.- Antioxidantes ‘secundarios: Capturan los RL-s evitando asi que se
produzcan reacciones en cadena.

c.- Antioxidantes terciarios: Reparan biomoléculas dafiadas por los ataques
mediados en cadena.

1.3.2 Métodos de determinacion de actividad antioxidante in vitro:

Debido a que los antioxidantes actian por diferentes mecanismos
dependiendo del sistema de reaccién o la fuente radicalaria u oxidante, han
hecho que se desarrollen un gran nimero de métodos para determinar la
capacidad antioxidante de extractos.

Es dificil que se llegue a evaluar la capacidad antioxidante de una muestra por
un solo método. Esto se debe a varias razones; en primer lugar, los
antioxidantes pueden -ejercer su accién mediante mecanismos muy diversos
(pueden suprimir la generaciéon de los primeros radicales que inician el dafo
oxidativo, capturar radicales libres, quelar metales, formar complejos, reducir
algunos compuestos, inducir la actividad de sistemas biolégicos antioxidantes,
'y en un mismo extracto puede haber mezclas de diferentes antioxidantes con
distintos mecanismos de accién y entre los que, ademas, se pueden
establecer reacciones sinérgicas, por lo que seran necesarios distintos analisis-
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para poder considerar las posibles mecanismos de accién de todos los
antioxidantes presentes.

Por otro lado, ademas del mecanismo de reaccién, existen otros factores que
también deben considerarse al determinar la capacidad antioxidante de
muestras tan complejas como son los extractos de vegetales, tales como las
propiedades coloidales del sustrato, el estado de oxidacién y la localizaciéon
del antioxidante en las distintas fases, la composicion del sistema, el tipo de
sustrato oxidable, el modo de provocar la oxidacién, la naturaieza heterogénea
y heterofasica del sistema, las interacciones con otros componentes, etc.373%3¢
Por todas estas razones, un gran numero de autores han planteado Ia
necesidad de combinar mas de un método de medida en la determinacién de

la capacidad antioxidante in vitro. 374941

1.3.2.1 Reacciones HAT y SET:

Aunque, como se ha explicado, existen una gran cantidad de mecanismos por
los que los antioxidantes reaccionan con los radicales libres, como en el caso
de los polifenoles, que-detienen el proceso en cadena de oxidacién lipidica
(chain- breaking), esta reaccion se puede llevar a cabo por dos posibles vias:
reacciones de transferencia de un atomo de H (Hidrogen Atom Transfer, HAT)
o de transferencia de un electrén (Single Electron Transfer,SET)*', aspectos
que se deben tener en cuenta al seleccionar un método de medida de
capacidad antioxidante, por lo que, a continuacion, se explicard brevemente
.en qué consiste cada uno de estos dos mecanismos.

a) Métodos Basados en Reacciones HAT:
Las reacciones HAT, miden la capacidad de un antioxidante para captar
radicales fibres por donacién de un &tomo de H, la reactividad es
determinada por la energia de disociacién de la unién (BDE) del grupo
donante del H. Estas reacciones son independientes del solvente y del
pH y se basan en una cinética competitiva.*!
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a.1. El método ORAC (Capacidad de Captacion de Radicales
Oxigenados): Mide la inhibicion de las oxidaciones inducidas por el
radical peroxilo, por lo tanto refleja la actividad antioxidante en la
cadena clasica de reacciones radicalarias. Se basa en la reaccion del
radical peroxilo con una proteina fluorescente (B- ficoeritrina) para
formar un producto no fluorescente. El calculo del efecto protector del
antioxidante se obtiene mediante el area bajo la curva de disminuciéon
de fluorescencia, teniendo en cuenta la fase de retardo, la velocidad
inicial y el porcentaje de inhibicién.

La determinacibn ORAC tiene a ser modificada para medir los
-antioxidantes lipofilicos usando un derivado ciclodextrina como un
mejorador de la solubilidad en agua. El ORAC se emerge actualmente
como la determinacién de eleccién para cuantificar la capacidad de
Scavenging del radical peroxilo.*?

a.2. El método TRAP (Parametro Antioxidante de Captacién de
Radicales) de Wayner et al.*** tiende a ser ampliamente usado para
determinar la actividad antioxidante total basado en la medida del
consumo de oxigeno durante una controlada reaccion de oxidacion
lipidica inducida por descomposicion térmica de 2,2'-azobi(2-
amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH). Los resultados TRAP se
expresan como el numero de pymoles de radicales peroxilos atrapado
por 1 litro de plasma. La medicién de suero por TRAP fue basada en la
determinacién del periodo de tiempo que el suero de un sujeto fue
capaz de resistir la oxidacién inducida artificialmente.*®

La modificacién del método TRAP se basa en la reaccién de oxidantes
radicalarios con compuestos marcadores para producir especies en
estado excitado que emiten quimioluminiscencia (CL). Como fuente de
radicales peroxilo se han utilizado diferentes enzimas, como por
ejemplo peroxidasa de rabano (Whitehead et al 1992). Algunos autores
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b)

han utilizado este método en la determinacion de lipidos aislados y de
radicales libres generados en el organismo humano (Gutteridge y
Halliwel 1990). La medida por quimioluminiscencia, aunque posee la
desventaja de que necesita equipamientos especiales, es un método
bastante sensible, ya que puede detectar muy bajos niveles de reaccion
con limites de deteccion mas bajos que la mayoria de los ensayos de

-actividad antioxidante.*!

a.3. La Oxidacion ex vivo de LDL (Lipoproteinas de Baja Densidad)
es un método muy utilizado y adaptado a la evaluacién de la capacidad
antioxidante en sistemas fisioldgicos. Las LDL son aisladas de muestras
sanguineas y la oxidaciéon es inducida por Cu(ll) o AAPH vy la
peroxidacién lipidica es seguida por la deteccion a 234 nm de los |
dienos conjugados generados en la etapa de propagacion (Neudérffer
et al., 2004). L.a medida de absorcién-enel UV de las soluciones de LDL
puede ser directa, sin extraccion previa, ya que las LDL oxidadas son
completamente solubles -en tampén fosfato. Asimismo, puede hacerse
una medida continua de la oxidacion lipidica in vitro y por lo tanto de la
cinética de formacién de dienos conjugados. Utilizando AAPH como
fuente de radicales, este método tiene relevancia ya que éstas
reacciones oxidativas podrian ocurrir in vivo.*!

‘Métodos Basados en‘Reacciones SET:

Las reacciones SET evalGan la capacidad de un antioxidante de
transferir un electrén para reducir un compuesto, incluyendo metales,
carbonilos y radicales. Estos métodos se basan en la desprotonacion y

-en el potencial de ionizacion (IP) de los grupos funcionales reactivos,

siendo estas reacciones pH-dependientes.*!

Estos métodos involucran dos componentes en las mezclas de
reacciéon, antioxidantes y oxidantes. Estos estan basados en Ia
siguiente reaccion de transferencia de electron.
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Blanco (Oxidante) + e- (desde antioxidante)
Blanco reducido + antioxidante oxidado

El blanco por si mismo es un oxidante que extrae un electron desde el
antioxidante, causando cambios de color en el blanco. El grado del
cambio de color es proporcional a la concentracién de antioxidante. El
punto final de la reaccion es alcanzado cuando el cambio de color se
detiene.®

b.1. Método de Fenoles Totales por Reactivo de Folin Ciocalteu.-

“FCR fue inicialmente utilizado para el analisis de proteinas, teniendo la
ventaja de la actividad del reactivo hacia el residuo de proteina tirosina
(contiene - el grupo fenol). Algunos afios después Singleton vy
colaboradores extienden este ensayo para el analisis de fenoles totales
en vinos; luego la determinacién fue-encontrando muchas aplicaciones.
La naturaleza quimica-exacta del reactivo FC no es conocida, pero por
la presencia de un contenido de heteropolifosfotunstato-molibdato se
cree que este molibdato es facil a ser reducido en el complejo y la
reaccion de transferencia de electron ocurre entre reductores y Mo™:

Mo™ + e S Mo™

El reactivo FC no es especifico a compuestos fendlicos y este puede-
ser reducido por algunos componentes no fendlicos (ejm. Vitamina C,
Cu (1), etc). Los compuestos azul formado entre fenolatos y FCR son
independientes de la estructura del compuesto fendlico. Descartando la
naturaleza quimica no- definida del FCR, la determinacién de fenoles
totales por FCR es conveniente, simple y reproducible.®
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b.2. Método del Poder Antioxidante de Reduccion Férrica (FRAP):

Se trata de una reaccién SET. Mide la capacidad de reduccidn del i6n
férrico. En este método determina la capacidad antioxidante de forma
indirecta. Se basa en el poder que presentan los compuestos
antioxidantes para donar electrones y reducir el ion férrico a ferroso en
medio acuoso Acido. La reaccién mide la reduccién del tripiridiltriazina
ferrica TPTZ a un producto coloreado que se determina
espectrofotométricamente a 593 nm. Asi, cuanto mas antioxidante es la
sustancia objeto de estudio, mayor es la reduccién y mayor la
concentracién de Fe?* y maés alta la sefial de absorbancia. El complejo
va a poder ser reducido por productos con potenciales redox menores a
0,7 V (potencial redox del Fe* -TPTZ).“’” Los resultados se expresan
en equivalente Trolox (umol Trolox/g o umol Trolox/L), tras elaborar una
curva de calibrado de este compuesto, un analogo hidrosoluble de la
vitamina E muy utilizado en la expresién de resultados de capacidad
antioxidante.é

m.\_ ”

’ \@U“

+ antioxidant

-

@W

Fo{ll)(TPTZ),]3 " [Fe{)(TPTZ)ol, 2gmax=593 nm

Figura N°2. Mecanismo de reaccion en el método FRAP.%
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Debido a que el potencial redox del Fe>*-TPTZ es comparable con el del ABTS
se pueden analizar compuestos similares con ambos métodos aunque las
condiciones de la reaccion sean distintas. E! mecanismo del FRAP es de
transferencia de electrones, a diferencia de otros métodos donde se produce
captura de radicales libres, segiun esto, el FRAP puede ser util, en
combinacién con otros métodos, en la determinacién de la capacidad
-antioxidante de productos que contengan distintos tipos de antioxidantes.*®

b.3. Método Potencial -Antioxidante Total usando Cu (il) como Oxidante:

Existe poca informacion publicada sobre este método. El método esta basado
en la reduccién de Cu (ll) a Cu (l) por reductantes (antioxidantes) presentes en
la muestra. Un reactivo cromogénico Batocuproina (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10
fenantrolina). Forma un complejo 2:1 con el Cu (l), el cual tiene un maximo de
absorcién a 490 nm. Fue encontrado que 1 mol de alfa-tocoferol puede reducir
.2 mol de Cu (ll) a Cu(l). Como estandar se utiliza una curva de acido urico,

expresando los resultados como equivalentes de acido urico (Apak et al.,
2004).%

¢) Métodos Basados en Reacciones HAT y SET:

A continuacion, se describen tres de los principales métodos utilizados para la
determinacion de la capacidad antioxidante, indicando el tipo de reaccién que
se lieva a cabo en cada uno de ellas.

c.1. Método reaccién con el radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-
sulfonato de amonio) (ABTS):

Se trata de una reaccién SET y HAT, en el método ABTS (acido 2,2 -azino-bis
(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) el radical tiene que ser generado tras una
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reaccion que puede ser quimica (persulfato de potasio), enzimatica
(peroxidasa, mioglobulina) (Figura 03), o también electroquimica. Con este
meétodo, se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza tanto
hidrofilica como lipofilica. El croméforo ABTS presenta un color azul/verde con
maximo de absorcién a A 342 nm, el cual es soluble tanto en agua como en
disolventes organicos y quimicamente estable. El radical ABTS*" una vez
generado por medio de enzimas -0 quimicamente pasa a presentar nuevas
caracteristicas con maximos de absorcion a A (414, 645, 734 y 815 nm), pero
se mide a una longitud de onda A 734 nm. Una de las principales ventajas del
uso de este radical es que tiene la capacidad de solubilizarse en medios
acuosos y en medios organicos. El radical ABTS™ es mas indicado para
ensayos de compuestos coloreados, como el caso de los compuestos
fenolicos, por presentar absorcién maxima préxima a la regién infrarroja (A
734nm) reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos coloreados
que ‘absorben en la region del visible o compuestos resultantes de reaccion

secundaria, 36-5%%

‘0s S S SC;
-Gy
A—

ABTS
2,2 Azino-bis (3-¢tilhenzotlazolin-6-sulfénico)

Persulfato de Potasio l -y

[ os s S sG,
oY
Ve E{

ABTS ™

+

Figura N°3. Formacion del radical ABTS.3¢%1
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Figura N°4. Mecanismo de estabilizacién del cation radical ABTS* (arriba), reaccién
del catién radical ABTS* con el trolox (centro) y mecanismo de estabilizacion del
radical formado en el trolox (abajo).>**"

c.2. Método de inhibicion frente al radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil
(DPPH):

El método del DPPH se basa en la reduccién del radical DPPH* por los
antioxidantes de la muestra. El radical libre y estable DPPH, es una sustancia
que mide la capacidad de secuestro de cualquier compuesto con actividad
antioxidativa.*® El Fundamento del método desarrollado por Brand-Willams et
al.®, DPPH, consiste en que este radical tiene un electrén desapareado y es
de color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por reaccion con la
presencia de una sustancia antioxidante; la absorbancia es medida:
espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de absorbancias, permite

obtener el porcentaje de captacion de radicales libres 5%
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La reaccién consiste en la sustraccion de un atomo de hidrégeno proveniente
de un donador (compuesto puro o extracto) por el radical libre DPPH,
desarrollando un -cambio del color violeta a amarillo a medida que disminuye la
concentracion del radical libre; el que se lee en el espectrofotémetro después

de veinte a treinta minutos de reaccién.3¢%

La reaccion entre ia sustancia a evaluar (HA) y el DPPH es la siguiente:

DPPH vioLeTa) + HA ---—----—-- DPPH-H (amaRrILLO) + A
QNO ©\N/©
I |

N NH
0N NO, O:N NO,
— =
HOR
O,N O,N
2,2 Difenil-1- picrilhidrazil (DPPH): H

(DPPH) Amarillo palido
Violeta

Figura N°5. Reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picril
hidrazi

| 36,62

+ Products
DPPIM
o, DPPHM
Figura N°6. Mecanismo de reaccion del radical DPPH con el estandar
Trolox. 3852
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1.3.3 Trolox:

Es un antioxidante como la vitamina E y se utiliza en aplicaciones bioldgicas o
bioquimicas para reducir el estrés oxidativo o dafio celular.

El compuesto acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2- carboxilico, Trolox
(Figura 07), es un analogo soluble en agua de la vitamina E, que se puede
comparar con varios antioxidantes comerciales.

Las reacciones entre el Trolox y varios radicales libres oxidantes incluyendo
los radicales peroxi y varios radicales hidroxilo se examinaron mediante el uso
de la técnica de pulso-radiélisis, demostrando que el Trolox puede someterse
a reacciones rapidas de transferencia de electrones, asi como los procesos
de transferencia de hidrogeno; el radical fenoxilo resultante demuestra ser
relativamente estable, en comun con el radical fenoxi derivado de la vitamina
E. Las reacciones entre el Trolox (radical fenoxilo) y una variedad de
compuestos reductores bioldgicamente pertinentes se examinaron mediante el
uso de radiolisis pulsos. Los resultados se evidencia que el Trolox (radical
fenoxilo) se repara facilmente por el ascorbato y ciertos tioles, pero no por
urato, NADH o galato de propilo. Las pruebas evidencian que el Trolox repara
proteinas que se han oxidado por radicales libres.>®

Figura N°7. Férmula estructural del trolox.
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CAPITULO II: ETAPA




21. MATERIALES.
2.1.1 Material vegetal:

A Hojas de Maytenus octogona (L’'Héritier) DC
2.1.2 Medios biolégicos:

» Gram - positivas:
¢ Bacillus cereus (ATCC 11778)
o Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228 )

» Gram - negativas:
- Escherichia coli (ATCC 25922)
« Salmonella typhi (ATCC 14028)
o Enterobacter aerogenes (ATCC 13048)

2.1.3 Medios de cultivo:

A Agar Mueller Hinton
A Agar Soya — Tripticasa (TSA)
A Caldo BHI

2.1.4 Materiales de campo:

A Bolsas de papel kraft
A Tijeras de podar

A Papel kraft

A Hilo pabilo
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2.1.5 Materiales de laboratorio:

A Los necesarios para la realizacién de la tesis.

2.1.6 Equipos:

A
A
A

- >

> > > >

» >

- > >

Agitador VORTEX IKA Genios 3.

Autoclave marca GEMMY modelo SA - 232X.

clase Il, tipo A-ll.

Balanza analitica SARTORIUS BASIC

Balanza de precisién BL- 600.

Bafio Maria THERMOSTATIC WATER BATH Modelo YCW-
010E.

Espectrofotometro UV Visible UNICO.

Estufa esterilizadora BRINDER modelo BD, ED, FD.

Evaporador rotatorio HEIDOLPH modelo LABOROTA 4000
Incubadora PRECISION Thelco modelo 2.

Labculture de clase Il tipo A2, Cabina de bioseguridad, modelo
LA2-4A.

Sonicador

Sistema de produccion de agua ultra pura Direct-QTM 3 de
Millipore, compuesto por un médulo de pretatamiento
ProgardTM2 2, cartuchos de ésmosis inversa, cartucho Quantum
TM Ex y filtros Millipack® 40 (22 ym).

Agitador magnético y calentador digital.

Horno microondas ELECTROLUX.

Refrigeradora ELECTROLUX R250.

Micropipeta automatica (DragonLab).
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2.1.7 Reactivos y disolventes:

A Ciprofloxacino 5 ug/mL (genérico)

A

e T T T T S S S

Acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2- carboxilico 97%

(Trolox)

2, 4, 6 tripiridiltriazina (TPTZ)
2,2 -azino-di-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonatodiamonio) ABTS
2,2- diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH).

Metanol

Acido acético

Acetato de sodio

Acido clorhidrico
Persulfato de potasio
Tricloruro férrico

Agua destilada

Agua ultra-pura

Solucién salina fisiolégica

2.1.8 Otros:

o S S S S T

Algodén

Guantes quirurgicos
Lentes protectores
Mascarilla N 95
Papel de aluminio
Papel de filtro

Papel kraft

Papel tornasol
Viales
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2.2. RECOLECCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA VEGETAL.

2.2.1 Recoleccioén de la Muestra vegetal:

La especie vegetal Maytenus octogona fue recolectada en el pueblo de
Huarangal que se localiza en el distrito de Yauca del Rosario, perteneciente a
la provincia de Ica del departamento de Ica - Pert, en los meses de Setiembre
~ Octubre del 2014.

Figuras N°8 y 9. Especie vegetal Maytenus octogona.
2.2.2 Preparacion y tratamiento de la muestra:

El material fue seleccionado retirando las hojas deterioradas por los insectos u
otros contaminantes, fue secado a la sombra durante 20 dias, evitando la luz
solar directa sobre él.

Una vez seca la muestra fue seleccionada y molida usando un molino
manual, se almacenaron en bolsas de papel kraft, para conservarlas hasta su
utilizacién.

32



Figura N°10. Secado de las hojas de Maytenus octogona.

2.2.3 Clasificacién taxonémica de la especie vegetal:

La especie vegetal fue clasificada por el Blgo. Alfonso Orellana Garcia segin

el sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist (1981), ubicandolo en la

siguiente categoria taxonémica: (Ver Figura N°16)

REINO: PLANTAE

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB-CLASE: ROSIDAE

SUPER-ORDEN: ROSANAE

ORDEN: CELASTRALES

FAMILIA: CELASTRACEAE

GENERO: Maytenus Molina

ESPECIE: Maytenus octogona (L'Hér.) DC.
Nombre comiin: Mayten
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2.2.4 Obtencion del extracto etandlico:

Para la obtencién del extracto etandlico, se utilizaron 2 Kg de hojas secas y
molidas, las cuales fueron maceradas durante 20 horas con etanol 96° al cabo
de este tiempo se procedi6 a filtrar y concentrar en un evaporador rotatorio. Se
renovo el disolvente y el marco fue sometido a extraccién por reflujo durante 4
horas, al cabo de este tiempo se reunieron ambos extractos obteniéndose el
extracto -etandélico seco.

Figura N°11. Extraccion por reflujo y filtracién.

2.3 SCREENING FITOQUIMICO O TAMIZAJE FITOQUIMICO%558:57

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas
intermedias de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una planta y a
partir de alli, orientar la extraccién y/o fraccionamiento de los extractos para el
aislamiento de los grupos de mayor interés. El tamizaje fitoquimico consiste en
la extracciébn de la planta con solventes apropiados y la aplicacién de
reacciones de color y precipitacién. Debe de permitir la evaluacién rapida, con

reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo.
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2.3.1 Procedimiento para el Screening de Maytenus octogona:

100 g de la muestra seca y molida se maceraron, en 500 mL de etanol
respectivamente durante 20 horas, al cabo de las cuales se reflujo la muestra
por 4 horas, se filtr6 en caliente. Se separaron 10 mL, lo que constituye la
Fraccioén A.

El resto se concentré6 a sequedad y presion reducida en un evaporador
rotatorio a una temperatura menor de 40° C.

El extracto seco se trata con HCI al 1% (100 mL), se filtra, se obtienen dos
partes:

A. insoluble: Se lavé con-agua destilada hasta pH neutro, seguidamente
se disolvié en 10 mL de diclorometano, se seca con sulfato de sodio
anhidro, se filtra, este filtrado constituye la Fraccién B.

B. Soluci6n Acida: Se filtra y alcaliniza con amoniaco, extrayéndose con
diclorometano (3x100mL) obteniéndose dos fases:

B-1. Fase Diclorometanica: Se lava con 20 ml de agua destilada,
luego la fase diclorometanica se seca con sulfato de sodio
-anhidro, se filtra obteniéndose la Fraccién C.

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

C-1. Fase Organica: (Diclorometanica). Se lava con soluciéon de
sulfato de sodio anhidro (10 ml) reuniendo las fases acuosas.
Seguidamente la fase organica se deshidrata con 1g de sulfato de
sodio anhidro. Se filtra y esto constituye la Fraccién D.
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C-2. Fase Acuosa remanente: A esta se adiciona los residuos
acuosos obtenidos del lavado de la fase organica esto constituye la
Fraccién E. (Ver Figura N° 12)

D. Por otro lado se mezcla 1g de droga seca con 20mL de agua y se
agita. Hervir durante 15 minutos. Luego procedemos a filtrar en
caliente y completar a volumen (10 mL) a través del filtro, se dej6
enfriar a temperatura ambiente constituyendo la Fraccién F.

2.3.2 Métodos de Analisis: Deteccion de grupos  funcionales Yy
metabolitos secundarios:

Separadas las fracciones A, B, C, D y E del extracto etandlico se procedi6 a
realizar sobre estas, reacciones de coloracién o precipitaciéon para identificar
grupos funcionales y metabolitos secundarios.

Deteccion de Taninos sobre la fraccion A. Reaccion de Gelatina- sal:

Se tomaron tres tubos de ensayo en cada uno se vierte 1 mL del extracto
etandlico disuelto en agua, al primero se le adiciona 0,5 mL de solucion de
NaCl 5%, al segundo tubo 0,5 mL de gelatina 1% y al tercer tubo una mezcla
de gelatina-sal, la precipitacion con este Gltimo 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.

Reacciéon con Cloruro Férrico, en la fraccién A:
En placa se coloc6é 0.5 mL de la fraccion A disuelta en etanol, se le agregé

una gota de solucién acuosa de FeCl; 1%.
Se observo la-aparicion de un color verdoso que indica, reaccion positiva.
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« Deteccion de grupos amino libres en la fraccion A:

Reaccién 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 etanélica de ninhidrina al 2%. Luego del secado a
temperatura ambiente las tiras de papel se colocan en la estufa a 110°C
hasta la aparicién de un color en el blanco. Se compara con la mancha
azul violacea de la solucién testigo.

< Deteccibén de Flavonoides sobre las fracciones A,DyE:

Reaccioén de Shinoda.- En una placa se vertieron 0.5 mL, de la Fracciéon A,
D y E, disueltas en etanol o agua, se adiciona 5 limaduras de Mg, y 3 gotas
de HCI concentrado.

La reaccién es positiva cuando aparecen tonos de color rojo, anaranjado y
violeta.

<+ Deteccion de Antraquinonas sobre la fraccion B:

Reaccion de Borntrdger.- Sobre el resto de la fraccion B disuelta en hexano
se agregan 5 mL de NaOH 5% y se agita suavemente.
La reaccion es positiva si la fase acuosa toma un color rojo.

« Deteccion de Triterpenoides y/o Esteroides-sobre las fracciones B, C y D:

Reaccién de Liebermann-Burchard: Sobre 1 mL de la fracciéon disuelta en
diclorometano se vertieron 4 gotas de anhidrido acético y 3 gotas de acido
sulfirico concentrado.

La reacciéon se considera positiva si aparecen colores verde, azul verdoso
(vias rojo o azul).
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Deteccion de Cardendélidos sobre las fracciones C y D.

Reaccioén de kedde.- Solucién a: &acido 3,5-dinitrobenzoico 2% en metanol.
b: Hidréxido de potasio 5.7% en agua. Mezclar a + b, voliumenes iguales esto
constituye el reactivo (R).

Colocar en un tubo de ensayo 1mg de muestra + 2 gotas del reactivo (R).

Si la reaccién es positiva se formara un color purpura o violaceo.

Deteccién de Alcaloides sobre las fracciones C y D.

Las fracciones C y D, se evaporan a sequedad y luego se agrega 2 mL de HCI
1%, filtrar. Se realizan las reacciones de precipitacién, con los reactivos
Dragendorff, Mayer y Wagner.

Deteccion.de Leucoantocianidinas y catequinas sobre las fracciones C y E:

Reaccion de Rosenheim.- A 1mL de las Fracciones Dy E se agregd 0.5mL
de HCI concentrado, se calienta en bafio maria durante 10 minutos a 100°C.
Enfriar, luego se adiciona 2mL de agua y 1mL de alcohol amilico, agitar y
observar el color en la fase amilica. La reaccion 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 marrén indica presencia
de catequinas.

Deteccion de Saponinas la fraccion F:

Prueba de espuma.- En dos tubos de ensayo se agitan 2.5mL 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 5mm.
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G - 5 rar 20 horas a
temperatura ambiente, refiejar 4 horas,
Taninos filtrar en caliente, lavar con etanol
R. Gelatina
R. FeC';
Aminoéacidos [ . j
R. de ninhidrina .
Flavonoides Tratar con 100 mL de HCl al 1%
R. shinoda

Insoluble Solucién acida
Filtrar, alcalinizar con NH;, extraer
Lavar con H;0, secar, agregar .
20 mL. de CH,Cly, , filtrar, secar con CH,Cl (2x 100 mL.

(Na2S0,), llevar a 10 mL.

F .., FracciénB . J Fase diclorometanica Fase acuosa
Esteroides secar(Na;504),
filtrar
at N (0.1
R. Liebermann Burchard i Saturar con Na;S0,(0.1 g
de sal anihidra), extraer con
... FraccibnC . .
LT RO CH,Ch:EtOH (3:2),
(3X 100mL.)
Evaporar + 2 mL.
HCl 1%, filtrar
Cardendélidos Evaporacién I |
amL.
R. Kedde +2mL. CH; Cl Fase dicloremeténica Fase acuosa
etanélica remanente
Fiitrado
Alcaloides Secar Na,SO; filtrar
[ _FracciénD, j
' Disolver en 2 mL de EtOH F . FraccionE .. . J
CHCl> HCl 1% Flavonoides
R. shinoda
Flavonoides Leucoantocianidinas Cardendlidos Esteroides, Alcafoldes
R. shinoda R. rosenheim Anillos lactona Tritarpenos R. Mayer Leucoantocianidinas
R. liebermann R. Wagner R. Rosenheim
Burchard R. Hager .
R. Muniere

Figura N°12. Fluxograma de!l Screening Fitoquimico de Maytenus octogona.
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24 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

Fue realizada en el laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Clinicos de la
facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional “San Luis
Gonzaga” de Ica. Para el presente estudio, las cepas bacterianas fueron
proporcionadas por el Instituto Nacional de Salud (INS):

2.4.1 Materiales y procesos previos a la evaluacién:
a. Preparacion del extracto a evaluar y controles®:

Se peso la cantidad necesaria de extracto y se disolvié con metanol para tener
la concentracién de: 700 mg/mL (70%), a partir de ésta diluir con metanol para
obtener concentraciones de: 10%, 30%, 50% y 70%.

El control positivo Ciprofloxacino se usé a la concentracién de 1ug/mL.

El control negativo fue metanol puro.

b. Preparacion de medios de cultivo®:

Todos los materiales de vidrio utilizados se envolvieron en papel kraft y fueron
llevados a la estufa (esterilizadora), en donde se les dej6 a la T° de 180°C
durante 120 minutos; luego se utilizaron para la preparacién de los medios.

Se calcul6 la cantidad necesaria de medio de cultivo (Agar Mueller Hinton) a
utilizar y seguir las recomendaciones del fabricante para su preparacion.

c. Replicacion de las cepas madre®®®:

Para el proceso de réplica de todas las cepas puras, se utilizé el método de
siembra por “Agitacion”, utilizando el caldo BHI preparado previamente, se
distribuy6 la cantidad de 4mL aproximadamente, en tubos de- ensayos

esterilizados. Se incub6 por 24 horas a 37°C 5%
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 Asa Bacteridlégica
iam e esterilizada

il

@ " Cultivo bacteriano -

o \\ (Cepario) “Siembra por
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Cepa Bacteriana
. Madre

Cepa Bacteriana en BHI
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__bacteriano)
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'Figura N°13. Flujograma de la replicacién de las cepas madres y replicacion
de las cepas bacterianas.
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d. Preparacién dél inéculo:

Inocular en BHI fos microorganismos, 24 horas antes de su uso, e incubar a
35+2°C por 24 horas.®’

Preparar los in6culos de cada bacteria en tubos- de ensayo que contienen
10mL de SSF estéril transﬁriehdo pL necesarios de BHI con microorganismos,
hasta llegar a una turbidez equivalente al tubo N° 5 de Macfarland que tiene
aproximadamente 1 x 10% UFC/mL."

" “Solucion Salina. "}
“Fisiolog

Figura N°14. Fiujograma de trabajo para las cepas bacterianas.
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2.4.2 Método de Difusion en Agar (excavacion en placa):

a. Fundamento:

Este método se fundameénta en la difusion del extracto étanélico én medio
s6lido en zonas alrededor de la excavacion a una extensién tal que permita
inhibir el crecimiento de los organismos sensibles. El efecto antibacteriano
esta dado por el didmetro de la zona de inhibicion. %

b. Descripcion de la Técnica: (Ver Figura N° 15)

Preparado el in6culo, tomar 1mL de éste y agregar conjuntamente con 20mL
Agar MH dentro de un tubo de ensayo grande de tapa rosca, agitar por
rotacién-inversion, luegov verter dentro de una placa de Petri limpia, seca y
esterilizada, dejandola solidificar a temperatura ambiente.

Se realiz6 con un sacabocados estéril hoyos de acuerdo al nimero de
diluciones del extracto a ensayar, el diametro de cada hoyo fue de 9 mm,
sobre dichas excavaciones adicionar 50uL de extracto y controles a
concentraciones descritas con anterioridad, previamente se sell6 cada hoyo
con una gotita de agar.

Realizar los ensayos por triplicado. Antes de incubar las placas refrigerar por 2
horas. Finalmente incubar a 37°C por 24 horas y al cabo de este tiempo
evaluar los resultados mediante las lecturas en milimetros de diametro del
halo de inhibicién del crecimiento de los microorganismos.®

Tomar como resultado el valor promedio de estas mediciones para calcular el
porcentaje de inhibicién relativa (PIR), de la siguiente- manera %*:

% de Inhibicion = (Didmetro del halo de inhibicién del extracto) 0
ode Inftbicton = (Didmetro de halo de inhibicién del control positivo) x
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Agregar 1ImL

I
J

Verter en una placa Petri

Réplica comparada
con el tubo Mac
Farland N°.5

|" Medicion de los halos de
{ inhibicién en milimetros

de.didn

Cepa bacteriana en |
Agar Mueller Hinton

Placa Petricon los
hoyos de 9mm
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{" Placa Petri con el extracto a

diferentes concentraciones

-y los controles positivo y
nega ivo.

Refrigerar las placas por
2 horas y luego incubar a
37°Cx 24 horas.

Figura N°15. Flujograma del método de Difusién en Agar.



2.5 [EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.
2.5.1 Método del Poder Antioxidante de Reduccién Férrica (FRAP)®5-¢;

Se siguié el procedimiento descrito por Benzie y Strain (1999) con ligeras
modificaciones. Para iniciar el andlisis se preparé el reactivo de trabajo, que
consiste en una mezcla de tampoén-acetato. 300 mM (pH = 3.6), TPTZ 10 mM
en HCL 40 mM vy fricloruro férrico (FeCls. 6H.0) 20 mM en una proporcion
10:1:1 (v.v.v), una vez preparado, se afiadieron 3 mL de éste reactivo en una
cubeta, y se midié la absorbancia a 593 nm. Posteriormente se agregaron
100uL de una de fas diluciones del extracto etandlico de Maytenus octogona y
se agitd en un vortex durante 30 segundos. Despues de 6 minutos de
incubacion a temperatura ambiente, se realizé la lectura de absorbancia
nuevamente a 593 nm, al que se rest6 el valor de la absorbancia inicial. Se
procedié -de la misma forma para todas las diluciones y las muestras se
ensayaron por triplicado.

Los resultados se expresaron en relacion al Trolox. Para ello se realizé una
curva de calibracién en un intervalo de concentraciones de 1.00 a 0.03 mM y
se procedid igual que la muestras. Todos los puntos de la curva se realizaron
por triplicados. Para la comparacién de los resultados se extrapola los valores
de la muestra en la curva estandar para expresar la actividad antioxidante en
relacién a los mM de Trolox.

2.5.2 Método de reaccion con-el radical 2,2'-azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6
-sulfonato de amonio) (ABTS)®:

Se realiz6 segin el método propuesto por RE, R. et al (1999), empleando la
capacidad antioxidante del ABTS* y su habilidad de secuestrar radicales de
larga vida.

El compuesto cromégeno ABTS presenta color azul/verde con maximo de
absorcién a 342 nm, es muy soluble en agua y quimicamente estable.*
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En este método, la generacion del radical ABTS* se produce por medio
quimico mediante la adicién de persulfato de potasio antes de la adicién de la
muestra, lo que evita-que los compdnentes de la misma pueda reaccionar con
el reactivo, otra ventaja es que se trabaja a pH fisiolégico (pH = 7.1), a una
temperatura de-37 °C simulando las condiciones fisiologicas.

Para comenzar el analisis es necesario preparar el reactivo de trabajo el cual
debe tener una concentracion de ABTS de 30 uM y se procede de la-siguiente
manera:

Se pesan 0.0504g de-la sal aménica cristalizada de ABTS y se disuelve en
5mL de agua ultra pura, luego se adiciona 6.7 mg de persulfato de potasio
(K2S20s) y se deja -\;agi'tando por ‘espacio de media hora envueita en papel
aluminio protegido de la luz, pasado este tiempo se transfiere a un matraz
volumétrico de 10 mL y se enrasa con agua ultra pura y se deja reaccionar a
temperatura ambiente y protegido de la luz durante 12 a 18 horas.
Transcurrido €l tiempo ‘correspondiente -se toma una -alicuota de 1 ml y se
adiciona aproximadamente 70 mL de tampén fosfato de pH 7.1 y se mide la
absorbancia a 734 nm el cual debe estar entre 0.680 + 0.2.

Para la medida de la actividad antioxidante se tomaron 1 mL del radical ABTS*
€en una cubeta y se midié .su absorbancia inicial a 734 nm con el equipo
termostatizado a 37 °C, 'posteriormente se afiadieron 25 L de una de las
diluciones de los extracto etanélico de Maytenus octogona (el cual debe haber
estado en un bafio maria a 37 °C), se mezcla durante 10 segundos en un
vortex, después de 4 minutos de incubacién se midio la absorbancia final a
734 nm. Todas las muestras se analizaron por triplicado.

Los resultados se expresaron como la concentracién 1g del extracto que tiene
la misma actividad antioxidante que una concentracién de mM de Trolox
correspondiente. Para ello €s necesario realizar una curva de -calibracién con
diferentes concentraciones de Trolox frente a las correspondientes variaciones
de absorbancias del radical. Se hicieron diluciones a partir de una solucién
madre en un intervalo de 1,00 a 0,03 mM y se analizaron de la misma forma
que el extracto-etandlico.



2.5.3 Método de inhibicién frente al radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidraizil
(DPPH)™%5:

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 vy presenta un color violeta el cual cambia a amarillo palido-en
presencia de una sustancia antioxidante, se midi6 ésta reaccién en un
espectrofotometro.

2.5.3.1 Preparaci6n de las soluciones®s:

-A. Preparacion -del radical DPPH: Se prepar6 una soluciéon a 0,1 mM de
DPPH, pesando 3,9 mg de DPPH en un matraz aforado previamente
tarado y se disolvi6 en 100 mL de metanol, la solucién se colocd en- un
sonicador para asegurar la buena disolucién y luego comprobar que a una
absorbancia-a 517 nm estéentre 0,9 y 1,1. El matraz se cubri6 con papel
de aluminio para la proteccién frente a la luz.

B. Preparaciéon del Trolox: Se preparé una solucién stock 1 mM disolviendo
6,25mg de &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2- carboxilico 97%
(Trolox), en 25 mL de metanol, luego se prepararon diluciones con rangos
de concentracién entre 0,5 y 0,03 mM, con el fin de realizar la curva de
calibracién. Como blanco de calibrac [1idbn del equipo se empleb
metanol.

235.3.2 Preparaci6n de la curva de calibracion®®:
Se adiciono 2,9 mL de la solucion de DPPH en una: cubeta y se midi6 su

absorbancia a 517 nm y luego se adicion6 0.1 mL de las diluciones de Trolox,
se-agitd vigorosamente y se mantuvo en la oscuridad por 30 minutos a
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temperatura ambiente, para después realizar la lectura en un
espectrofotébmetro UV/VIS a 517 nm.

2.5.3.3 Medicion de la actividad antioxidante del extracto etanédlico de
Maytenus octogona®®:

En una celda de vidrio se agregé 2,9 mL de DPPH'y se midié su absorbancia
posteriormente se adicionaron 0,1 mL de una de las dilucién del extracto
etandlico, esta mezcla se dejo en reposo durante 30 minutos en la oscuridad.
Transcurrido este tiempo se leyé la absorbancia a 517 nm en un
espectrofotémetro UV/VIS.

Los resultados fueron expresados como la capacidad antioxidante de inhibir el
50% del radical libre DPPH expresado como la ICs.



CAPITULO Il
'RESULTADOS




3.1 SCREENING FITOQUIMICO.

Cuadro N°1. Resultados de Screening Fitoquimico del extracto etanélico.

REAC ACC COLOR O
REACCION FRACCIéN RESULTADOS | _ocorano
e A + Rojo
SHINODA D + Rojo
Flavonoides E + Rojo
TRICLORURO FERRICO A + Verde
Grupos. fenélicos libres
SOLUCION DE GELATINA A - -
Taninos
B + Verde
LIEBERMAN BURCHARD c + Verde
Esteroides y/o Triterpenos D + Verde
_ D + Marrén
Leucoantocianidinas y
Catequinas
BORNTRAGER B - amarillo
Naftoquinonas y/o Antraquinonas :
DRAGGENDORFF C,D - -
MAYER, HAGER C,D - -
Alcaloides C,D - -
C,D
ESPUMA F - -
Saponinas
GRIGNARD DROGA - -
Glicésidos cianogéneticos: CRUDA
N|NH_|DR|NA’ . A + color violeta
Grupos. amino primarios y
secundarios

Leyenda: => Ausencia (-) => Presencia (+)

Fuente: Los Autores
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3.2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

Tabla N°1. Promedio de los halos de inhibicion del extracto a diferentes
concentraciones y controles. |

Concentracién . Staphylococcus  Staphylococcus  Salmonella  Enterobacter L, .
Bacillus cereus . , . . , Escherichia coli
de/l extr.acto (mm) aureus epidermidis typﬁl aeroggnes (mm)
etandlico ' {mm) {mm) {mm) (mm)
10% 0 0 0 0 0 0
30% 0 0 0 0 0 0
50% 0 15.5+0.50 19.8+£0.76 0 13.6 £0.55 0
70% 0 18.5+0.87 191+0.71 0] 13.7+0.45 0
C+ 26.4+0.55 26.2+0.84 31.3+0.97 28.810.84 27.4+0.55 35+0.71
C- 0 0 0 0 0 0

-a. Zona de inhibicién, incluyendo el didmetro del sacabocado (9 mm); valor promedio del ensayo por quintuplicado y
su respectiva desviacién estandar.

b. Volumen usado del extracto etanélico 50uL

Fuente: Los Autores. UN.L.CAA. - Farmacia y Bioguimica. Laboratorio de Analisis- Bioquimicos y Clinicos --

Microbiolégicos.

Tabla-N°2. Valores PIR del extracto etanélico a las diferentes concentraciones.

Concentracion Staphylococcus  Staphylococcus  Salmonella  Enterobacter

del extracto Bacillus cereus aureus epidermidis typhi aerogenes Escherichia coli
etandlico (%) (%) (%) (%) (%) (%)
10% 0 0 0 0 0 0
30% 0 0 -0 0 0 0
50% 0 59.16 63.26 0 49.64 0
70% 0 70.61 60.70 0 50.00 0

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A. - Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Bioguimicos y Clinicos -Microbiol6gicos.
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3.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

3.3.1 Método de FRAP:

Tabla N°3. Valores promedio de las lecturas de tres repeticiones de la curva de

calibracién de las soluciones estandares de Trolox por el método de FRAP.

_ PROMEDIO DE

CONT%%’LR)?&%? DE ABSORBANCIA sb CV%
; ‘ CORREGIDA

1 0.713 0.015 2.066

0.5 0.352 0.007 2.014

0.25 0.205 0.004 2.028

0.125 0.098 0.005 5.119

0.0625 '0.060 0.002 2.887

0.03125 0.034 0.002 5.094

Fuente: Los autores. U.N.I.C:A. — Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Analisis Instrumental.

Grafico N°1. Curva de calibracién de las soluciones estandares de Trolox por el

método de FRAP.

0.800 -
0.700 -
0.600
0.500
0.400 -
0.300 1
0.200 1
0100 { , 2
0.000 &=

Absorbanc

TROLOX

y = 0.6951x + 0.0157
R?=0.9988

miM Trolox

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A. — Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Analisis Instrumental.
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Tabla N°4. Valores promedio de las lecturas de tres repeticiones de las diferentes

concentraciones del extracto etanélico de Maytenus octogona por el método de
FRAP.

“PROMEDIO-ABS  PROMEDIO DE

CCETOH{me/ml)  * copREGIDA  EQUIVTROLOX sD %
1 1187 169 0.078 463

05 0.585 0.82 0.021 2.54

0.25 0.297 0.40 0.002 0.57

0.125 0.155 0.20 0.007 325
0.0625 0.085 0.10 0.003 288
0.03125 0.046 0.04 0.002 3.54
0.015625 0.042 0.04 0.035 93.51

Fuente: Los autores. U.N.|.C.A. — Famacia y Bioguimica. Laboratorio de Anélisis Instrumental.

Grafico N°2. Curva de:calibracion de las soluciones estandares del extracto
etanélico de Maytenus octogona por el método de FRAP.

Extracto Etandlico
1.8 -
x
%16 -
[=]
= 14 1 y = 1.6839x - 0.0059
812 - R? = 0.9993
E 1
E o8
9 06
204
=
Fo2
o T 1] ) )
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12
Concentracién mg/mL

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A. - Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Instrumental.

53



3.3.2 Método de ABTS:

Tabla N°5. Valores promedio de las lecturas de tres repeticiones de la curva de
calibracién de las soluciones estandares de Trolox por el método de ABTS.

CONCENTRACION DE PROMEDIO ABS SD V%
TROLOX (mM) CORREGIDA °

1 0.560 0.002 0.379

0.5 0.305 0.004 1.161

0.25 0.167 0.008 4.672

0.125 0.089 0.004 4,767

0.0625 0.055 0.001 2.571
0.03125 0.034 0.001 2.111

0.015625 0.024 0.002 9.027

Fuente: Los autores. U.N.1.C.A. — Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Instrumental.

Gréfico N°3. Curva de calibracién de las soluciones estandares de Trolox por el
método de ABTS.

Trolox
0.600 +

0.500

©
g 0.400 y = 0.5453x + 0.0214

_‘.: 0.300 Rz =0.9987
o

[
< 0.200

0.100

0.000
0] 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

mM de Trolox

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A. — Famrmacia y Bioguimica. Laboratorio de Anélisis Instrumental.
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Tabla N°6. Valores promedio de las lecturas de tres repeticiones de las diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Maytenus octogona por el método de
ABTS.

PROMEDIODE  PROMEDIO DE ,
CCETOH (mg/mb)  \5c cORREGIDA EQUIV TROLOX sD V%

2 0.485 0.850 0.003 0.333
1.25 0.338 0.580 0.006 1.098
0.625 0.210 0.345 0.012 3.485
0.3125 0.126 0.191 0.004 1.852
0.15625 0.095 0.135 0.004 3.143
0.078125 0.063 0.076 0.003 3.708

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A. — Famacia y Bioquimica. Laboratorio de Analisis Instrumental.

Gréafico N°4. Curva de calibracién de las soluciones estandares del extracto
etandlico de Maytenus octogona por el método de ABTS.

y = 0.3983x + 0.0695
R?=0.9962

b
w
I

0 T T T T )
0] 05 1 15 2 25

Concentracién mg/mL

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A. - Farmagia y Bioquimica. Laboratorio de Anélisis Instrumental.
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3.3.3 Método de DPPH:

Tabla N°7. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH de las diferentes
concentraciones delextracto etanélico de Maytenus octogona.

CC Ext. ETOH (mg/ml) % Inhibicién
© 4 78.247 :
35 70.825
3 64.124
25 55.773
2 47.423
1.25 . 32.784
0.625 20.309
0.3125 12.680
0.15625 8.247

Fuente: Los autores. U.N.1.C.A. ~ Famacia y Bioquimica. Laboratorio de Analisis Instrumental.

Grafico N°5. Porcentaje de Inhibicién del radical DPPH por el extracto etanélico.

Extracto Etandlico
90.000 -
80.000 - y=18.207x + 8.2919
70.000 - R?=0.9934
:s 60.000 -
_‘-:‘- 50.000 -
g 40.000 -
R 30.000 -
20.000 A
10.000 A
0-000 N L T T 1
0 1 2 3 4 5
cc Extracto EtOH (mg/mL)

Fuente: Los autores. U.N.I.C.A. — Farmacia y Bioguimica. Laboratorio de Anélisis Instrumental.



DISCUSION

En los ultimos 30 afos viene desarrollandose cada dia un interés mayor por los
problemas relacionados con el estrés oxidativo, los radicales libres, las especies
reactivas del oxigeno y los- antioxidantes, todo esto dado por la importancia que
poseen en la bioquimica, la biologia y la medicina.®®

Actualmente los antioxidantes sintéticos, entre otros factores, son cuestionados por
su posible capacidad promotora de tumores, por lo que ha llevado a la busqueda y
utilizacién de compuestos de origen natural.®®

Las plantas y sus derivados han sido usados como alimentos y fuente importante de
principios -activos jpara €l tratamiento de distintas ‘enfermedades.”® Estas tienen
muchos compuestos bioactivos y algunos de ellos con una predominante actividad
antioxidante; principalmente polifenoles y flavonoides.

En el estudio fitoquimico se ha identificado la presencia de metabolitos secundarios,
(Ver cuadro N°1) identificandose gran cantidad de flavonoides, y grupos fenélicos;
también la presencia de catequinas, y abundantes triterpenos y/o esteroides.

Estos resultados son parcialmente concordantes con el estudio fitoquimico realizado
por M. Jorge et al. (2004)“, quienes demuestran que el extracto de hexano de la
especie Maytenus ilicifolia revel6 la presencia de esteroides y triterpenos; tambien
fue demostrado por Vellosa et al (2006)", que el extracto etantlico de Maytenus
ilicifolia presenta polifenoles y flavonoides. Por otro lado, Kloucek et al (2007)",
demuestra la presencia de terpenos en raices y partes aéreas de Maytenus
macrocarpa.

Los compuestos fendlicos tienen propiedades antioxidantes (Chen et al, 2001); por lo
tanto, es probable que contribuyan a las propiedades antioxidantes determinadas en
el extracto etandlico en este trabajo.

No se evidencié la presencia de taninos en comparacién a las otras especies de
Maytenus, segun lo reportado por J. Rebuglio et al (2007)*?, que demostré Ia
presencia de taninos condensados en la especie Maytenus aquifolium, y por M.
Jorge et al. (2004)%, en un estudio del extracto de acetato de efilo de Maytenus
ilibifolia indic6 la pr-esehcia de los mismos.
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Entre todas las propiedades biolégicas atribuidas a los flavonoides la de mayor
interés ha sido su actividad antioxidante. El creciente interés por los posibles efectos
beneficiosos de los -antioxidantes ha hecho que se desarrollen un gran nimero de
métodos para la determinacién de extractos con actividad antioxidante.3® Existen
diferentes métodos para evaluar dicha actividad, ya sea in vitro o in vivo, los métodos
in vitro nos permiten tener una idea mas no necesariamente indica lo que ocurre en
situaciones complejas, in vivo. Dentro de las técnicas mas empleadas para-el andlisis
antioxidante se -encuentran los ensayos de FRAP, ABTS y DPPH. Estos métodos,
presentan una excelente- estabilidad en ciertas condiciones aunque también
muestran diferencias. EI FRAP reduce el complejo de la tripiridiltriazina férrica al
complejo ferroso por un antioxidante en medio acido.:El DPPH es un radical libre que
puede obtenerse directamente sin una preparacion previa, mientras que el ABTS
tiene: que ser generado tras una reaccién que puede ser quimica (persulfato
potésico), enzimatica (peroxidasa, mioglobulina) o también electroquimica. Con el
ABTS se puede medir la actividad de compuestos de naturaleza tanto hidrofilica
como lipofilica (Kuskoski, Asuero, Troncoso, Manzini-Fitho & Fett, 2005), lo que los
hace de gran utilidad en el estudio simultaneo diferentes metabolitos en el extracto
de la planta.

Los valores en las tablas N° 4 y 6 son-el resultado de la determinacion por triplicado y
expresado como la media + desviacién estandar de TEAC mM Trolox/g de extracto,
ademas se determin6 el % de inhibicion 1Cso del radical DPPH (Tabla N°7).

El extracto etahélico present6 altos valores de propiedad antioxidante en todas las
técnicas realizadas, resultando para los métodos FRAP y ABTS que un miligramo
(1mg) de extracto etandlico es equivalente a: 1.678 mM de Trolox, 0.4678 mM de
Trolox respectivamente y para el método DPPH el ICs es equivalente a 2.2908 mg
del extracto, por lo que podriamos mencionar que los compuestos antioxidantes de
naturaleza polar tienen una alta capacidad reductora y posiblemente se deba a
compuestos fendlicos como flavonoides y flavonas reportadas en otros estudios
(Velioglu, Mazza, Gao & Oomah, 1998) (Javanmardi, Stushnff, Locke & Vivanco,
2003).
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La actividad antioxidante del extracto etanélico de las hojas de Maytenus octogona
(L'Héritier) DC se debe, en parte, a la presencia y gran cantidad de compuestos
fendlicos presentes en su composicion fitoquimica. Se ha documentado ampliamente
que la presencia de estos metabolitos se asocia con la actividad antioxidante de una
amplia variedad de frutos y otras especies.”"%™ La actividad antioxidante de sus
polifenoles se asocia con sus caracteristicas estructurales. Las estructuras que
‘poseen grupos hidroxilos -en {as posiciones 3" y 4" del anillo B y OH en C-3 e
insaturacion del anillo C, permiten estructuras mesomeéricas estables con capacidad
eficiente de- captura de radicales libres, requisito para una maxima capacidad
antioxidante.™

Los resultados obtenidos -de la evaluacion antioxidante por el método de ABTS,
concuerdan con los reportados por Vellosa et al (2006)', para la especie Maytenus
ilicifolia, mostrando un poderoso potencial antioxidante atribuido a la presencia de

)'2, reporté que la especie Maytenus

polifenoles y flavonoides. Rebuglio et al (2007
‘aquifolium posee alta actividad -antioxidante, utilizando los métodos ABTS y DPPH.
Asi mismo, Ahmed et al (2013)%, indica que cuatro especies del género Maytenus
(Maytenus peduncularis, Maytenus procumbens, Maytenus senegalensis y Maytenus
undata) poseen una buena actividad antioxidante atribuyendo la actividad a las

“fracciones polares presentes.

La actividad antibacteriana del extracto etanélico analizado, fue cuali-
cuantitativamente determinado por la presencia o ausencia de zonas de inhibicién,
diametro de los halos de inhibicién y valores del porcentaje de inhibicién relativa
(PIR).

La actividad antibacteriana del extracto etandlico de- Maytenus octogona, trabajados
a 4 diferentes concentraciones de 10%, 30%, 50% y 70% (p/v), son comparados con
-el -antibiético Ciprofioxacino para las bacterias Gram positivas y Gram negativas
empleadas, siendo-este antibiético usado como control positivo, como se muestra en
la tabla N°1 se evidencia que la actividad antibacteriana del extracto es nula a las
concentraciones de 10% y 30% frente a todas las bacterias utilizadas; y solo dio
resultados positivos para las cepas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus

59



epidermidis y Enterobacter aerogenes a las concentraciones de 50% y 70%; sin
embargo los resultados son inferiores comparados con el control positivo. Los
valores del PIR a las concentraciones de 50 y 70% del-extracto etanélico, mostraron
una leve capacidad antibacteriana contra las cepas: Staphylococcus aureus (69.16 y
70.61%), Staphylococcus epidermidis (63.26 y 60.70%) y para Enterobacter
aerogenes (49.64 y 50%); respectivamente frente al control positivo.

‘Asi tenemos, resultados similares con los ‘de Bruni et al (2006)%, en cuanto a la
actividad antibacteriana de la especie Maytenus krukovii, contra Gram positivos
(Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus foecalis),
y Gram negativos (Klebsiella- oxytoca, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis) resultando que era completamente inactivo.

Por ofro lado, Kloucek et al (2007)", report6 en un estudio sobre la actividad
antibacteriana de cortezas medicinales utilizados en la amazonia peruana, que el
mas amplio espectro de accion se demostré por el extracto de Maytenus
macrocarpa, que inhibe todas las cepas probadas con los CMI que van desde 125
hasta 250 pg/ml. (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteroides fragilis, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes y Candida albicans). L. de
Ledn et al (2009)", indica que Zeylasterone, un triterpenoide aislado e Maytenus
blepharodes presenté actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus siendo
bactericida a 30 ug/mi en menos de tres horas y bacteriostatica a concentraciones
mas bajas.

Los resultados de la prueba de difusion en agar descartaron el extracto etanélico de
Maytenus oCtogona por no presentar actividad antibacteriana significativa.

Es necesario realizar mas estudios a nivel quimico y farmacolégico del extracto
etandlico de Maytenus octogona (L'Héritier) DC. por la buena actividad antioxidante
que se demostré superando a otras especies vegetales muy populares que se
desarrolla en nuestro pais y por ser una especie promisoria en las diferentes
patologias.
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CONCLUSIONES

1. Mediante screening fitoquimico realizado a las hojas de la especie Maytenus
octogona, se identific6 gran cantidad de flavonoides, y grupos fendlicos
asimismo la presencia de catequinas, y abundantes triterpenos-y/o esteroides,
pero no de ofros metabolitos secundarios como taninos alcaloides,
antraquinonas y saponinas.

2. Para la actividad antioxidante se encontré: Altos valores de propiedad
antioxidante en todas las técnicas realizadas resultando que un miligramo
(1mg) de-extracto etandlico es equivalente a: 1.678 mM de Trolox (Método de
FRAP), 0.4678 mM de Trolox (Método de ABTS) y el ICs es equivalente a
2.2908 mg del extracto (Método DPPH).

3. Elextracto etantlico de Mayfenus octogona, fue evaluada por la técnica de
difusibn en agar utilizando bacterias tipificadas Gram positivas y Gram
negativas. El extracto etantlico de las hojas de Maytenus octogona presentd
una leve actividad antibacteriana frente a bacterias Gram positivas:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228) y Gram negativa: Enterobacter aerogenes (ATCC 13048) a las
concentraciones de 50 y 70%. Asi mismo, no mostré actividad contra las
bacterias Bacillus cereus (ATCC 11778), Escherichia coli (ATCC 25922) y
Salmonella typhi (ATCC 14028). Los valores del PIR a las concentraciones de
50 y 70% del extracto etandlico, mostraron una leve capacidad antibacteriana
contra las cepas: Staphylococcus aureus (59.16 y 70.61%), Staphylococcus
epidermidis (63.26 y 60.70%) y para Enterobacter aerogenes (49.64 y 50%);
respectivamente frente al control positivo.
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RECOMENDACIONES

1. Identificar los compuestos presentes en el extracto etanélico de la especie
Maytenus octogona por cromatografia HPLC - DAD — MS para conocer los
metabolitos responsables de la actividad antioxidante y posterior estudios en
modelos in vivo, ya que las transformaciones metabélicas que sufren los
compuestos antioxidantes enel organismo pueden modificar su-actividad.

2. Realizar estudios sobre el posible efecto prooxidante de-estos-compuestos a

dosis elevadas, ya que en estos compuestos existen un delicado equilibrio
entre actividad antioxidante y prooxidante. '
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Figura N°16. Constancia de la clasificacién taxonémica.
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Figura N°18. A - Cepario de bacterias estudiadas

B.- Replicacién de las cepas bacterianas.

75



C.-

Figura N°19. Actividad antibacteriana del extracto etandlico frente a: A.- B. cereus,
‘B.- S. aureus, C.- S. epidermidis.
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C.-

Figura N°20. Actividad antibacteriana del extracto etanélico frente a: A.- S. typhi,
B.-E. aerogenes, C.- E. coli.
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Tabla N°8: Resultados de los halos de inhibicion en la evaluacién de la
actividad antibacteriana a concentracién de 100 mg/mL (10%).

Concentracion Bacillus cereus Staphylococcus Staphyloc?c€us Salmonella Enterobacter Escherichia coli
del extracto aureus epidermidis typhi aerogenes
etandlico (mm) (mm) {(mm) {mm) {mm) (mm)
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
10% 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

a. Zona de inhibici6n, incluyendo el diametro del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por quintuplicado.
b. Volumen usado del extracto etanélico S0pL.
Fuente: Los autores. U.N..C A. -~ Farmacia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Clinicos - Microbiol6gicos.

Tabla N°9: Resultados de los halos de inhibicibn en la evaluacién de la
actividad antibacteriana a concentracién de 300 mg/mL. (30%).

Concgntracién Bacillus cereus Staphylococeus Stap.hylacoccus Salmonflla Enterobacter Escherichia coli
del extracto (mm) aureus epidermidis typhi aerogenes (mm)
etanélico (mm) {mm) {mm) (mm)

0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0

30% 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

a. Zona de inhibici6n, incluyendo el didmetro del sacabocado (9 mm), valores de-ensayos por quintuplicado.
b. Volumen. usado del extracto etanélico SOuL.
Fuente: Los autores. UN.L.CA. - Famadia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Clinicos - Microbiolégicos.
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Tabla N°10: Resultados de los halos de inhibicibn en la evaluaciéon de la
actividad antibacteriana a concentracion de 500 mg/mL (50%).

Concentracién Bacillhs,cereus Stuphylocpocus Stap‘hyloc?ccus .Salmanf‘lla ‘Enterobacter Escherichia coli
del ext‘racto (mm) -aureus . epidermidis typhi ‘aerogenes (mm)
etandlico {mm) (mm) (mm) {(mm)
0 15 19 0 14 0
0 16 20 0 14 0
50% 0 15 21 0 14 0
0 15.5 19.5 0 i3 0
0 16 19.5 0 13 0

a. Zona de inhibici6n, incluyendo el didmetro del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por qumtuphcado
b. Volumen usado de! extracto etanélico 50uL.
Fuente: Los autores. U.N.L.CA. — Famacia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Clinicos - Mlerobloléglcos.

Tabla N°11: Resultados de los halos de inhibicion en la evaluacion de la
actividad antibacteriana a concentracién de 700 mg/mL (70%).

Concentracién Bacillus cereus “Staphylococcus Stap‘.hylocc.occus Sa‘lmom.ella Enterobacter Escherichia coli
delvext-racto (mm) aureus epidermidis typhi aerogenes (mm)
etandlico (mm) {mm) {mm) (mm)

0 17 19 0 14 0

0 19 20 0 13 0

70% 0 19 18 0 14 0
0 18.5 19 0 14 0
0 ‘ 19 19 0 135 0

a. Zona de inhibicion, incluyendo el didmetro del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por quintuplicado.
b. Volumen usado del extracto etanélico 50pL.
Fuente: Los autores. U.N.L.CA. — Famadia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Clinicos - Microbiol6gicos.
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Tabla N°12: Resultados de los halos de inhibicibn en la evaluacion de la
actividad antibacteriana a concentracién de C* (ciprofloxacino).

Staphylococcus  Staphylococcus  Salmonella  Enterobacter

Control -Bacillus cereus e . . Escherichia coli
positivo (mm) aureus epidermidis typhi aerogenes (mm)
(mm) (mm) (mm) (mm)
26 26 30 29 28 34
ct 27 26 32 30 27 35
27 25 30.5 29 28 36
26 27 32 28 .97 35

a. Zona de inhibif;ién, incluyendo el diametro-del sacabocado (9 mm), valores de ensayos por quintuplicado.
b. Volumen usado del control positivo 50uL.
Fuente: Los autores. UNJ.CA. - Famadia y Bioquimica. Laboratorio de Analisis Bioquimicos y Clinicos - Microbiolégicos.

Tabla N°13: Resultados de los halos de inhibicion en la evaluacion de la
actividad antibacteriana a concentracién de C™ (metanol).

Control Bacillus cereus Staphyl oma:us Stap h 4 oc?cf:us Salmonella  Enterobacter Escherichia coli
negativo (mm) -aureus epidermidis typhi aerogenes (mm)
(mm) (mm) (mm) (mm)
0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
C 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0
0 0 s -0 0 0.5 0

a. Zona de inhibicién, incluyendd el diémé:tfo del ;5&boaédo (é mm), valores de enb Véyos por duiﬁtuplicado'.
b. Volumen usado del control negativo 50ul.

Fuente: Los autores. UN..CA. —~ Famadia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Clinicos - Microbiolégicos.
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Grafico N°6: Diametro de los halos de inhibicién del extracto etanélico en mm

contra cepas bacterianas.
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Fuente: Los autores. UN..CA —Famadia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Clinicos - Microbiol6gicos.

Grafico N°7: Porcentaje de inhibicién Relativa del extracto etanélico.
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Fuente: Los autores. UN.L.C A — Famadia y Bioquimica. Laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Clinicos - Microbiol6gicos.
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Figura N°21. Flujograma de trabajo de la Actividad Antioxidante - Método FRAP
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Figura N°22. Flujograma de trabajo de la Actividad Antioxidante - Método ABTS
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Figura N°23. Flujograma de trabajo de la Actividad Antioxidante - Método DPPH
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Figura N°24: Prueba de Kruskal Wallis para los diferentes grupos experimentales:
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Figura N°25. Test de Dunns para Bacillus cereus.
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Figura N°26 Test de Dunns_ para Staphylococcus aureus
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Figura N°27. Test de Dunns para Staphylococcus epidermidis
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Figura N°28. Test de Dunns para Salmonella thypi.
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Figura N°29. Test de Dunns para Enterobacter aerogenes.
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Figura~'N‘30; Test de Dunns para Escherichia coli.
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