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RESUMEN

El uso de plantas medicinales es comln o se realiza desde tiempos ancestrales; hoy en dia, la busqueda
de plantas o productos medicinales con actividad antioxidante tiene una mayor demanda
considerando que neutralizan el estrés oxidativo. EI Pert es un territorio rico en cuanto a la diversidad
de la flora nativa que presenta y en especial la zona altoandina y selva tropical, donde muchas de las
especies utilizadas por la medicina tradicional, no han sido estudiadas. El presente trabajo se ejecutd
con la prop6sito de demostrar la actividad antioxidante un extracto etandlico obtenido de las partes
aéreas de mutisia acuminata “chinchilcoma” especie propia de la zona altoandina de Sudamérica. La
muestra fue recogida en el distrito de Puquio, en la provincia de Lucanas, departamento de Ayacucho.
El extracto fue obtenido por maceracion de las partes aéreas, utilizando etanol de 96° como solvente
de extraccion. Para la determinacion de los metabolitos secundarios se efectu6 un tamizaje
fotoquimico y la identificacidn se realiz6 por reacciones de coloracidn y/o precipitacion. La actividad
antioxidante se comprob6 por los métodos DPPH, FRAP y ABTS. Se determind la presencia de
compuestos bioactivos de naturaleza flavonoides, alcaloides, compuestos fendlicos y taninos; en
cuanto a los resultados de la actividad antioxidante se encontré que en el método del radical DPPH
se obtuvo un IC50 equivalente a 2,47 mg de extracto; en el método de radical libre ABTS se hallado
un valor 8,91 es equivalente a 1mM de trolox y en el método de reduccién del ion férrico (FRAP) se
obtuvo un valor 6,78 mg equivalente a 1 mM de trolox. El estudio concluye que el extracto etanélico
de las partes aéreas de mutisia acuminata “chinchilcoma” presenta una considerable actividad
antioxidante, la cual puede estar directamente relacionada con la presencia de los compuestos

bioactivos determinados.

Palabras clave: mutisia acuminata, antioxidante, DPPH, FRAP, ABTS.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants is from ancient times; Today, the search for medicinal plants or products
with antioxidant activity is in greater demand considering that they neutralize oxidative stress. Peru
is a rich territory in terms of the diversity of the native flora that it presents and especially the high
Andean zone and tropical jungle, where many of the species are used for traditional medicine, have
not been studied. The present work was carried out with the purpose of demonstrating the antioxidant
activity of the ethanolic extract of the aerial parts of mutisia acuminata "chinchilcoma™ a species
typical of the high Andean zone of South America. The sample was collected in the distrit of Puquio,
province of Lucana, in the department of Ayacucho. The extract was obtained by maceration of the
aerial parts, using 96° ethanol as extractant solvent. For the determination of the secondary
metabolites, a phytochemical screening was carried out and the identification was carried out by color
and/or precipitation reactions. The antioxidant activity was determined by the DPPH, FRAC and
ABTS methods. The presence of bioactive compounds of nature flavonoids, alkaloids, phenolic
compounds and tannins was determined; Regarding the results of the antioxidant activity, it was found
that in the DPPH radical method an 1C50 equivalent to 2.47 mg of extract was obtained; in the ABTS
free radical method, a value of 8.91 was found to be equivalent to 1mM of trolox and in the ferric ion
reduction method (FRAP) a value of 6.78mg was obtained, equivalent to 1mM of trolox. The study
conclusion that the ethanolic extract of the aerial parts of mutisia acuminata “chinchilcoma” presents
considerable antioxidant activity, which may be directly related to the presence of certain bioactive
compounds.

Keywords: mutisia acuminata, antioxidant, DPPH, FRAC, ABTS
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales y alimenticias fueron una primera alternativa como farmacos para los
seres humanos, las cuales se convirtieron en los primeros remedios para la mayoria de los
problemas de la salud. EI Per es uno de los paises que cuenta con una importante diversidad
de flora medicinal la misma que tiene usos ancestrales. En los Gltimos afios el uso de las plantas
medicinales viene siendo una alternativa en algunas terapias, precisamente ese es uno de los
motivos por el cual se realiza la presente investigacion “Compuestos bioactivos y actividad
antioxidante de un extracto etandlico obtenido de las partes aéreas de mutisia acuminata
(chinchilcoma)”.

La gran variedad de compuestos que poseen estas plantas medicinales incluida mutisia
acuminata “chinchilcoma” hacen que se distingan sus diferentes funciones farmacolégicas
conllevando a que tengan una gran importancia en la medicina, una de las muchas funciones
es la actividad antioxidante.

Los antioxidantes se consideran un grupo de sustancias que, en concentraciones bajas con
relacién al sustrato oxidable, previenen o retrasan considerablemente la oxidacion de este. Casi
todas las moléculas organicas o inorganicas se pueden considerar como sustrato oxidable que
se hallan en las células vivas, Tales como proteinas, lipidos, hidratos de carbono y las moléculas
de ADN.!

Ultimamente, la importancia de los efectos que acusan de los radicales libres y su relacion con
el envejecimiento celular estdn un constante incremento. Los radicales libres son compuestos
quimicos que se constituyen en los vectores causales del estrés oxidativo, el cual esta
directamente relacionado con el envejecimiento celular y algunos procesos fisiopatolgicos
degenerativos que se presentan enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, cataratas

y determinados tipos de cancer.

La accion de los antioxidantes consiste en imposibilitar que otras sustancias se reaccionen con

oxigeno, reaccionan o interacttan cominmente mas rapido con los radicales libres producios
9



por este y sus especies reactivas, que, con otras moléculas que estuvieran presente, en un
microambiente explicito; el antioxidante sacrifica de su propia naturaleza estructural para evitar
cambios en moléculas del tipo: proteinas, lipidos, ADN, etc, funcionalmente vitales.!

En base a todo lo expuesto se realiz6 la presente investigacion enfocada en superar la fase
empirica de su utilizacion y demostrar el poder antioxidante de las partes aéreas de mutisia

acuminata “chinchilcoma”

1.1 Descripcion de la realidad problematica.
Existe una gran demanda de consumo de alimentos funcionales que ademas de aportar
nutrientes ayudan en la prevencion de diversas enfermedades degenerativas como cancer,
diabetes, obesidad, hipertension arterial.®
Estas enfermedades degenerativas por lo general son originadas por varios factores tales
como el estrés, estilo de vida, exposicién a la radiacion, la dieta y algunos medicamentos.
Estos factores pueden originar la generacion de radicales libres debido a las reacciones
bioquimicas de oxido-reduccion que ocurren en el proceso del metabolismo celular.*
Se entiende como radicales libres a aquellas moléculas cuya estructura atémica presenta un
electron impar o desapareado en el orbital externo, proporcionandole una configuracion
espacial que produce una alta inestabilidad.®
El incremento de este tipo de enfermedades crénicas-degenerativas es un gran problema para
la poblacidn, por ello siempre se esta en blsqueda de distintas alternativas; las cuales implica
el estudio de plantas y alimentos que contengan sustancias capaces de inhibir la degradacion
oxidativa.
Los antioxidantes tienen la capacidad de detener esta degradacion oxidativa, los mas
utilizados son los antioxidantes sintéticos, sin embargo, estudios han demostrado que
presentan efectos nocivos para la salud. Es por ello, el incremento en el interés de los

antioxidantes naturales.
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1.2 Antecedentes de la Investigacion

e Yarlequé M, Bonilla P, Rueda L. (2002), en su articulo lograron aislar dos flavonoides del
extracto de mutisia acuminata “chinchilcoma” y probaron su efecto anticoagulante sobre
el plasma humano. Realiz6 dos fases cromatograficas. — Primero cromatografia rapida del
extracto alcoholico teniendo como fase estacionaria silicagel y fase movil solventes de
polaridad creciente: n-hexano, cloroformo, metanol y agua. — Segundo, una cromatografia
en capa fina a la fase acuosa, empleando placas de celulosa y como fase mévil el sistema
de solventes: acido acético, butanol y agua (fase organica 1:4: 5). - Los compuestos
aislados fueron leidos en un espectrofotdmetro Génesis Il, dentro del rango A = 200-400
nm, para su posterior comparacion con los espectros UV obtenidos por Mabry. - La
recalcificacion se valoré en base al tiempo en plasma humano citratado. Los compuestos
obtenidos por cromatografia rapida de la fase acuosa presentaron efecto anticoagulante.
Se aislaron 7 flavonoides mediante la cromatografia en capa delgada. Los que exhibieron
efecto anticoagulante fueron: 5, 3’ — dihidroxi — 4 — O — metil — 7 — O — Rh — glucosil
flavanona. y 5, 3°, 4’ trihidroxi —7—gli — flavanona. Concluyendo que el mecanismo
anticoagulante aun no es dilucidado; sin embargo, pareciera que los grupos hidroxil
concurrentes en los flavonoides juegan un rol preponderante en la inhibicion de las

enzimas coagulantes.®

e Juérez y Mendiondo. 2003, en su articulo cientifico mostraron que el patron
cromatogréafico de la especie mutisia acuminata var. paucijuga presentaba flavonoides
como la quercetina, quercetina-3-glucorénido, isorhamnetin-3-glucorénido y diglicosido
de pelargonidina. La especie vegetal fue recolectada en Salta, Dpto. Rosario de Lerma, a
2000 m de altura en el pais de Argentina. Las hojas se maceraron con triclorometano
(CICHg) para eliminar clorofilas. El filtrado se extrajo sucesivamente con MeOH al 80%,

MeOH al 50% y MeOH. Los residuos se evaporan bajo presion reducida y se volvi6 a
11



disolver en MeOH al 80%. Este ultimo se utilizé para preparar cromatografia en papel
dimensional que se desarrollaron por el método descendente de Whatman. Los flavonoides
fueron identificados por cromatografia con muestras auténticas, hidrolisis acida y datos
espectrales y concuerdan con los aislados en otras especies de mutisia , con excepcion del

diglicosido de pelargonidina pergolina.’

e Gomero, B. 2013, efectud un estudio del tipo experimental con el objetivo de evaluar la
posible actividad toxica del extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas de mutisia
acuminata R&P, empleado el método de las clases para la toxicidad aguda (CTA), en la
cual se emplea la dosis limite de 2000 mg/kg de peso corporal. utilizando ratones Mus
musculus albinos cepa Balb/c, de un peso entre 24 - 37 g. Los resultados mostraron ciertas
variaciones microscopicas en los diversos 6rganos ensayados, por lo que se finiquité que
la especie vegetal mutisia acuminata es relativamente toxica. Concluyendo que la especie

mutisia acuminata presenta toxicidad aguda a la concentracion de 2000 mg/kg.?

e Omonte, A. 2013, mostro un trabajo de investigacion con el propdésito de determinar la
actividad antioxidante de una crema hecha a partir de los compuestos fenolicos aislados
de un extracto de las flores de mutisia acuminata R&P. "chinchilcoma”. La muestra fue
recolectada en el poblado de Chuschi, Cangallo, departamento de Ayacucho. A partir del
extracto etandlico se adquirieron diversos compuestos fenélicos, mediante el empleo de
solventes de diferente polaridad, la identificacion cualitativa se realizé mediante ensayos
cromatograficas y espectrales, los resultados indican presencia de isoflavonas. Se
determind la actividad antioxidante espectrofotométricamente empleado el método del
radical DPPH (1,1 difenil-2 picrilhidrazil), las cremas a las concentraciones de 0,5; 1y
2% fueron elaboradas a base del extracto etanolico. Las cremas de concentracién 0,5y
1,0 % presentaron un color crema claro y al 2% un color mostaza claro, todas presentaron
emulsion tipo ONV, un aspecto homogéneo, y pH neutro. La extensibilidad fue mayor

extensibilidad para la de concentracion 1% (91.1 cm2), orden de la de 2% (90,3 cm2) y
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por Gltimo la de 5% (86,1 cm2) un valor mayor al de la crema base (84,3 cm2), la crema
preparada 2.0% exhibio un porcentaje alto de inhibicion de radicales libres (99,70%), en
comparacion a las cremas de 1,0% y 5% que mostraron valores de 98.6% y 96.1%
respectivamente. Siendo, los porcentajes de inhibicion que presentaron las cremas
estadisticamente similares (p>0,05). Concluyendo que las cremas elaboradas a partir del
extracto etanolico de las flores de mutisia acuminata presentaron caracteristicas
organolépticas imponderables y que a todas las concentraciones las cremas presentaron

actividad antioxidante.®

e Garcia, F. 2014, determino la toxicidad aguda de un extracto hidroalcohoélico obtenido de
las hojas frescas de Mutisia acuminata, en cepa Holtzman de ratas albinas. La prueba de
letalidad se dispuso en 20 ratas, por via intragastrica (5000 mg/kg, DL50) y, en dosis Unica,
diversos volimenes del extracto fueron inyectados segln su peso corporal. Agua destilada
se administro a cuatro ratas como blanco de referencia. Los animales perseveraron en
observacion por 14 dias, al final de los cuales no se aprecio signos de toxicidad, ni
variacién alguna de la curva de crecimiento o muerte de animal alguno. Al dia 15 se realizo
el sacrificio, extrayendo los drganos encefalicos para ejecucion de los analisis
anatomopatoldgicos en el tejido de cerebros y cerebelos. No se encontraron lesiones
macroscépicas, microscopicamente se hallaron edemas leves, moderados y severos; en
una rata hembra congestion leve y fuerte una rata macho. El analisis fitoquimico revelo la
presencia de ocho metabolitos. Conclusion, el extracto hidroalcoh6lico de la especie

valorada a la dosis de 5000 mg/kg mostro no ser toxica.™

e Chavez, F. 2017, evalué el efecto gastricoprotector del extracto hidroalcohélico obtenido
de las hojas de mutisia acuminata, en su estudio sobre Modelos de investigacion
experimentales en especies medicinales. A ratas de la cepa Holtzman de peso entre 250 -
3 00g, de 8 meses a 1 afio de vida se les indujo Ulcera gastrica con alcohol. Al grupo

control se le administr6 1mL/Kg de peso corporal de agua destilada, al grupo patrén 150
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mg/Kg de ranitidina y a grupos experimentales 200, 400 y 600 mg/kg de extracto
etanolico. Se realiz6 un corte anatomopatoldgico del estbmago de ratas. Se corroboraron
los resultados mediante los analisis macroscépicos y microscopicos. El efecto
gastroprotector fue evaluado con la escala de Marhuenda modificada. Se demostré la
actividad gastroprotectora del extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas de mutisia
acuminata a la dosis de 400 y 600 mg/kg, respaldada con los cortes anatomopatol6gicos

seriados del tubo digestivo de las ratas investigadas. **

e Inocente, T. 2017, confirmo el efecto gastroprotector del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de mutisia acuminata en lesiones gastricas inducidas por naproxeno sodico, el
extracto fue obtenido mediante la maceracion hidroalcohdlica de las hojas frescas de la
especie, al extracto seco se le realizé una marcha fitoquimica, ensayo de solubilidad y la
actividad antiulcerosa mediante de la técnica de Lee, 1971. Se determin0 en las fracciones
de la marcha, la presencia de los metabolitos secundarios como: flavonoides y alcaloides.
El tratamiento mas eficaz en la actividad gastroprotectora, fue a las dosis de 400 y 600
mg/kg de peso corporal, presentando un 68% y 82 % de inhibicion de ulcera géstrica en
comparacion con el grupo patron tratado con omeprazol y Ranitidina que presento un 64%
de inhibicion; los resultados se corroboraron con analisis macroscépicos (escala de
Marhuenda), demostrando el efecto gastroprotector a las dosis de 400 y 600 mg/kg del

extracto hidroalcohélico obtenido de las hojas de Mutisia acuminata®?

e Roman y Zedano. 2019, determinaron el efecto antiulceroso de un extracto
hidroalcohélico obtenido de las hojas de mutisia acuminata en dosis de 200mg, 400mg y
600mg/kg por via oral en Rattus norvergicus Holtzman. Se indujo la Ulcera gastrica
utilizando etanol 96°. Se emplearon 24 Rattus norvergicus con un peso entre 200 - 250 g.
Se empleo las hojas de la especie Mutisia acuminata las cuales fueron trituradas y
macerada en alcohol de 96° por 7 dias para obtener el extracto alcohdlico. La distribucion
de las ratas fue de forma aleatoria, se establecieron los siguientes tratamientos: suero

14



fisioldgico (control negativo), Omeprazol 20mg/kg (Control positivo) y los grupos
experimentales de los extractos de mutisia acuminata a 200mg/kg, 400mg/kg y
600mg/kg. El efecto antiulceroso se establecié mediante de la escala de Marhuenda y el
analisis estadistico de los resultados fue realizado mediante el software SPSS version 21
de la empresa IBM. En el andlisis fitoquimico encontré los metabolitos secundarios:
compuestos fendlicos. flavonoides, alcaloides, y taninos. El extracto hidroalcohdlico a
dosis de 600mg/kg, alcanzé un 85% de reduccion de la ulcera gastrica llegando a la
conclusion que el extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas de mutisia acuminata

exhibio efecto antiulceroso a 600 mg/kg.™

1.3 Justificaciéon e Importancia.
Como se menciond anteriormente, que pese a la gran diversidad de flora empleada en la
medicinal folclérica o tradicional con la que cuenta el pais, muchas de ellas no han sido
estudiadas o algunas de ellas son pocos estudiadas, este es el caso de la especie objeto de
estudio del presente trabajo; pues en cuanto a estudios fitoquimicos y estudios de las
propiedades atribuidas por la etnobotanica para esta especie encontrados en referencias
bibliograficas fueron muy escasos, sin embargé en cuanto a la familia y género es
ampliamente estudiada. Estudios de esta especie originaria de la zona del distrito de Puquio,
de la provincia de Lucanas, del departamento de Ayacucho; donde se le atribuyen ciertas
propiedades medicinales, no es de conocimiento para sus pobladores y por consecuente para
la poblacion peruana, lo que justifica la realizacion de este estudio como unos de los primeros
pasos que nos permitan validar con bases cientificas las propiedades atribuidas. La
investigacion sobre los compuestos bioactivos y actividad antioxidante del extracto etanélico
de las partes aéreas de mutisia acuminata “chinchilcoma” permitira identificar su propiedad
terapéutica como antioxidante y la presencia de los metabolitos secundarios relacionados con

dicha actividad, estas pueden variar en el tiempo y espacio por los diferentes factores
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ecoldgicos, climatoldgicos y agrondmicos; consideramos que con la realizacion del presente

estudio, podemos contribuir desde una base cientifica.

1.4 Objetivos de la Investigacion.

a) Objetivo General:

b)

Determinar los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante del extracto

etandlico de las partes aéreas de mutisia acuminata “chinchilcoma”

Obijetivos Especificos:

Obtener un extracto etanolico y su caracterizacion fisicoquimica.

Establecer los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico
de las partes aéreas de mutisia acuminata “chinchilcoma” por medio de un

andlisis fitoquimico.

Comprobar la actividad antioxidante del extracto etandlico de las partes aéreas
de mutisia acuminata “chinchilcoma” mediante el método 2,2 —Difeni-1-

picrilhidrazil (DPPH)

Comprobar la actividad antioxidante del extracto etandlico de las partes aéreas
de mutisia acuminata “chinchilcoma” mediante el método de reduccién de ion

férrico (FRAP).

Comprobar la actividad antioxidante del extracto etandlico de las partes aéreas

de mutisia acuminata “chinchilcoma” mediante el método del radical ABTS.

1.5 Marco Teodrico

1.5.1 mutisia acuminata “chinchilcoma”
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Descripcion de mutisia acuminata “chinchilcoma”:

Mutisia acuminata, es un especie arbustiva de tipo ramoso; chaparro, algunas veces
semitrepador, de una altura de hasta 1,40 m; ramas ligeramente estriadas, flexuosas, con
presencia de entrenudos de 1-4 cm. Hojas pinnaticompuestas, alternas, cilindricas de 5,5 - 6
X 8 — 12 cm, de coloracion entre pardo a rojizo. Las Flores son de dos labios tubulares
hermafroditas diformas; ovarios inferos, los estambres de anteras juntas; y los estigmas son

bifidos. Los Frutos son aquenio glabrosos.**

Figura 1. mutisia acuminata “chinchilcoma” en estado natural

Taxonomia de Mutisia acuminata “chinchilcoma”:

La muestra fue identificada en el museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (N°127-USM-2018) segun el sistema de clasificacion de Cronquist
(1988). mutisia acuminata “chinchilcoma”; asi también se efectud la clasificacion por parte

del Dr. blgo, David Méaximo Miranda Huaméan de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
17



profesional autorizado y reconocido por nuestra Facultad. Se tiene la siguiente posicion

taxonomica:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Mutisia

Especie: mutisia acuminata R&P

Nombre comun: chinchilcoma

Figura 2. Flor y hoja de la mutisia acuminata “chinchilcoma”

Distribucion de mutisia acuminata “chinchilcoma”:

Es una especie de estado silvestre, las cuales se hallan en las zonas andinas del Perd, crece

en las 10 zonas altoandinas como en las quebradas y en matorrales y en los bordes de las
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vias y carreteras. Su florescencia se origina en los meses de junio y agosto, se les encuentra
en varias regiones del Peru desde la sierra central y sur del pais hasta Bolivia, Chile y

Argentina, .*°

Huac-Huas San Pedro
de

e

Santa Ana de
Huaycachuacho

Salcedo
San Juan

Chavifa

San Pedro

Figura 3. Provincia de Lucanas, donde se encuentra el distrito de Puquio

Usos tradicionales de mutisia acuminata “chinchilcoma®.

Se utiliza como purgante y diurético; sus ligulas en infusién o masticadas son consideradas
cardioténicas. Las hojas y ramas jovenes de Mutisia acuminata son usadas en forma
superficial como antiséptico. La hervido de las hojas y el jugo de la planta fresca son
recomendadas y utilizadas en el tratamiento de Ulcera gastrica, emoliente, colagoga,

antiinflamatoria, antitumoral, asi como también para enfermedades respiratorias.*®

1.5.2 Antioxidante
Sustancia que posee la capacidad de prevenir o retrasar la oxidacion de un sustrato, teniendo

como sustrato o moléculas dianas a proteinas, lipidos, hidratos de carbono e incluso el ADN.
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Un antioxidante también puede ser capaz de inactivar o bloguear los radicales libres, saneando

y evitando el dafio ocasionado por la oxidacion acumulada.

Tabla 1. Tipos de antioxidantes

Exogenos Enddgenos
No enzimaticos.
Vitaunna E (VE) Clutatndn, Coenzima Q)
Vitamnna C (VC) | Acido tidtico
Betacaroteno (BC) | Enzimaticos. Cotactor.
Superdxidodismntasa

Flavonoides (SO0, cobre, manganeso,
zmc. Catalasa (CAT), lnerro

Licopeno Glutationperoxidasa (GPX)
Selemo

Fuente: Mayor R. 2010 ( http://scielo.iics.una.py/pdf/imt/v5n2/v5n2a05.pdf)*’

Beneficios de los antioxidantes

Los antioxidantes ofrecen diversos beneficios para la salud, en lo referente a la prevencion de
dolencias o0 males que afectan a las personas como el cancer de corazén y pulmones, cataratas,
envejecimiento, mal del Parkinson, enfermedades autoinmunes, enfermedades degenerativas
de la piel, ojos y el cerebro. En tema del cancer se sostiene que pueden impedir que este surja,
aungue no se conoce con certeza como. Algunos mecanismos 0 vias serian: Contribuyen a
contener las transformaciones liberadas por el ataque de los radicales libres. El adicionar
caroteno ayuda a inmovilizar los cambios malignos ocasionados por los radicales libres, lo que

previene que éstos ataquen el material hereditario en las células *&.
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TABLA2

Funcidn de antioxidantes no enziméticos

Antioxidantes no enzimatico Funcidn Fisiolégica

Vitamina E Principal antioxidante presente en la membrana celular
Vitamina C Efecto eliminador de radicales y recicla la vitamina E.

Acido tirico Su efecto es eliminar los radicales hidroxilo

Glutation Tiene varios efectos en la defensa antioxidante celular.

Acido lipoico Antioxidante eficaz, y es un sustituto eficaz del glutation.
Carotenoides Antioxidante de lipidos

Bilirrubina Producto del metabolismo del grupo hem de la hemoglobina y

tiene un efecto antioxidante a nivel extracelular
Ubiquinonas Derivado de quinonas lipidicas solubles, cuyas formas reducidas

tienen efectos eficaces como antioxidantes
B e T S S o M+ b e It e e e e

Fuente: Zamora 2007*°

1.5.3 Radicales Libres

Los radicales libres son especies moleculares muy reactivas con un electrén no apareado; sélo
persisten durante un tiempo muy breve antes de reaccionar con otra molécula y extraer o
conceder un electrén para conseguir la estabilidad. Al hacerlo, originan un nuevo radical a
partir del sustrato con el cual colisionan. La principal forma en cual se inactiva un radical libre,
y asi terminar con la reaccion en cadena, es la reaccion entre dos radicales libres, cuando los
electrones desapareados de ambos forman par en una u otra de las moléculas iniciales. Este
hecho es insélito, debido al muy breve tiempo de vida media de un radical individual y las muy
bajas concentraciones en que se localizan los radicales en los tejidos. Los radicales libres mas
nocivos para los sistemas bioldgicos, son los radicales producidos por el oxigeno (muchas
veces designados como especies reactivas de oxigeno), en especial hidroxilo, superoxido y
perhidroxilo. El deterioro en el tejido originado por los radicales de oxigeno se denominarse

dafio oxidativo.?
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Figura4. Estructura representativa de antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son radicales libres que se derivan de la molécula de
oxigeno (O) por una parcial reduccion quimica. En este conjunto de compuestos estan los
peroxidos de hidrogeno (H-0,), originados cuando el Oxigeno es reducido con 2 electrones, y

los tipos reactivos del oxigeno, que encubren a los superdxidos y al radical hidroxilo (OH-) 2.

Las EROs cumplen un papel importante e incuestionable en los numerosos procesos
fisioldgicos frecuentes a nivel celular; pero también, pueden producir efectos toxicos. Las
EROs son resultantes del propio metabolismo y son fundamentales en el proceso de produccidn
de energia, la biosintesis de los compuestos bioldgicamente esenciales y en el proceso
fagocitario, un proceso fundamental dentro del sistema inmunol6gico. También desempefian
un rol esencial en la transduccion de sefiales, es transcendental para la interrelacion y funcion
de las células. En los ultimos se ha incrementado la evidencia que demuestran que las EROs
logran ser las generadoras de distintos sufrimientos, enfermedades coronarias, incluso del
cancer y el envejecimiento. La accion del radical hidroxilo frente a las grasas insaturadas es la

cascada méas escrupulosa de dafio inducido por radicales (ADN).*
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Figura 5. Fuentes de formacion de radicales libres.

1.5.5 Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es un estado producido por diversos procesos patolégicos o bajo ciertas
circunstancias particulares como el proceso de envejecimiento. En este proceso varios factores
de crecimiento y citosinas, asi como algunas enzimas entre la que sobresale NADPH oxidasa
forman EROs como mediadores en la sefializacién. Esta relacionado con los procesos de
oxidacién/reduccion de grupos sulfihidricos (-SH) en los residuos de cisteina en ciertos sitios
cataliticos de algunas proteinas que se discurren como detectoras del estado redox. Estas
proteinas varian su estructura conformacional al reducir u oxidar los grupos sulfhidricos (-SH)
presentes y pasar a -S-S-, por lo se lograrian activar algunas rutas de sefializacion o liberar
algunos factores de trascripcion que se activan y son capaces de provocar translocacién a nivel

nuclear.?
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Figura 6. Representacion esquematica del estrés oxidativo

Fuente: https://www.institutovalencianodeozonoterapia.com/estres-oxidativo/
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Il. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1 Tipo, Nivel y Disefio de la Investigacion

2.1.1 Tipo de Investigacion:

Bésica

2.1.2 Nivel de Investigacion:

Descriptivo - Explicativo

2.1.3 Disefio de Investigacion:

Analitico

2.2 Lugar de Investigacion:

Universidad Nacional San Luis Gonzaga, Facultad de Farmacia y Bioquimica, departamento de

Ciencias Quimicas.

2.3 Materiales de Trabajo

2.3.1 Materiales de Laboratorio:

- Probetas 10 ml, 50 mly 100 ml
- Matraces Erlenmeyer

- Balones

- Fiolas

- Agitadores de vidrio

- Vasos de precipitado

- Tubos de ensayo

- Gradillas
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Espéatulas de metal
Vasos de vidrio
Embudos

Luna de reloj

Pinzas metalicas
Micropipetas de 100uL
Micropipetas de 1000uL

Pipetasde 1 ml, 5 mly 10 ml

Propipetas

Baguetas

Peras de Bromo

Soporte Universal

Aro de Soporte

2.3.2 Equipos de Laboratorio:

Balanza Analitica
Potenciometro
Refractometro
Mufla

Evaporador rotatorio

Espectrofotometro UV-Visible

2.3.3 Reactivos
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Agua destilada
Etanol 96°
Alcohol 70°
Tricloruro férrico
Diclorometano
Acido Clorhidrico
Acetato de sodio
Hidroxido de Amonio 25%
Acido acético glacial
Acido nitrico
2,2- diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH)
2,4,6- tripiridyl-s-triazida (TPTZ)
Trolox Hoffmann
ABTS

Persulfato de sodio

2.3.4 Otros

Guantes
Mascarilla
Papel filtro
Papel aluminio
Papel tissu
Papel toalla

Viales
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2.4 Hipotesis y Variables.

2.4.1 Hipotesis

a. General:
- El extracto etandlico de las partes aéreas de mutisia acuminata

“chinchilcoma” presenta metabolitos secundarios y actividad antioxidante.

b. Especificas:
- El extracto etandlico de las partes aéreas de la planta mutisia acuminata
“chinchilcoma” presenta diferentes metabolitos secundarios como

flavonoides, esteroides/triterpenoides, alcaloides, taninos, taninos.

- El extracto etandlico de las partes aéreas de la planta mutisia acuminata

“chinchilcoma” presenta actividad antioxidante por el método DPPH.

- El extracto etandlico de las partes aéreas de la planta mutisia acuminata

“chinchilcoma” presenta actividad antioxidante por el método FRAP.

- El extracto etandlico de las partes aéreas de la planta mutisia acuminata

“chinchilcoma” presenta actividad antioxidante por el método ABTS.
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2.4.2 Variables

VARIABLES

DIMENSIONES

INDICADORES

ESCALA
VALORATIVA

VARIABLE INDEPENDIENTE

Extracto etandlico
de las partes aéreas
de mutisia
acuminata
“chinchilcoma”

Conceptual:

El extracto etandlico

es obtenido de la
maceracién de las partes
aéreas secas, seguido de
un proceso de filtrado|
para obtener el
concentrado  utilizando
un evaporador rotatorio

Operacional:
Estudio _fitoguimico:
Reacciones de
identificacion de
metabolitos
secundarios:
- Flavonoides.
- Triterpenos.
- Esteroides
- Catequinas
- Saponinas

- Cambio de
coloracion.

- Formacion de
precipitado.

(+) Presencia

(-) Ausencia

VARIABLE DEPENDIENTE

Actividad
antioxidante

Conceptual:
La actividad
Antioxidante tiene la
capacidad de

neutralizar los radicales
libres de un compuesto.

Operacional:
Inhibicién frente al

Decoloracion de

Concentracion

radical libre 2,2- la solucion de inhibitoria
Difenil-1-picrilhidraizil DPPH media I1C 50
(DPPH).
Operacional: s o d mM
Poder Antioxidante de eneracion de equivalentes
S una coloracion
Reduccion Ferrica azul Trolox/mL
(FRAP). muestra.
Operacional:
Inhibicion ~ frente al | Decoloracién de mM
radical  2.2'-azino-bis- | 1a solucion del equivalentes
(3-etil benzotiazolin-6- radical ABTS Trolox/mL
muestra

sulfonato de amonio)
(ABTS)
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2.5 Poblaciony Muestra
2.5.1 Poblacion:

Especies de mutisia acuminata “chinchilcoma” presentes en el Departamento de

Ayacucho, provincia de Lucanas, distrito de Puquio.
2.5.2 Muestra:

Partes aéreas de mutisia acuminata “chinchilcoma”

2.6 Métodos, técnicas y procedimientos para la recoleccion de datos

2.6.1 Recoleccién y clasificacion de la muestra vegetal
La especie vegetal mutisia acuminata fue recolectada por la autora en el Distrito de
Puquio, Provincia de Lucanas, Regién Ayacucho ubicada de 3500 a 4500 m.s.n.m. La
recoleccion se realizé en horas de la mafiana, utilizando una tijera de podar y bolsas de
papel Kraft para luego ser transportada a la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica.

La muestra fue clasificada taxondmicamente en el Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos segun el sistema Croquist (1988); ademas
como ya indicamos esta también fue clasificada por el Biélogo Miranda Huaméan David

Maximo.

2.6.2 Tratamiento de la muestra vegetal
Una vez realizada la recoleccidn, se seleccion6 la muestra vegetal en buen estado, se
procedié a la limpieza para eliminar los residuos de tierra, suciedad u otras materias.
Posterior a ello se realiz6 el secado a temperatura ambiente en un ambiente con buena
ventilacion y bajo sombra (laboratorio de quimica general). Luego las partes aéreas de la
planta fueron fraccionadas manualmente hasta un tamafio adecuado®.

2.6.3 Obtencion del extracto etanolico

La planta seca y molida se emple6 para la extraccion con etanol 96° por un periodo de 15
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dias, con agitacion frecuente interdiaria.
Posterior a ello se llevé a cabo el filtrado del macerado, la concentracion se realiz6 en un
evaporador rotatorio y finalmente secada en una estufa a temperatura menor a los 40 °C.

2.6.4 Screening Fitoquimico: *

Al trabajar con muestras vegetales el screening fitoquimico o tamizaje es la etapa inicial
de la investigacion fitoquimica, que nos lleva a identificar cualitativamente los principales
compuestos 0 grupos quimicos que se encuentran presentes en los extractos de las plantas
0 en las plantas mismas y a partir de ahi, orientarnos en la extraccion y/o fraccionamiento,
para el aislamiento y posterior estudio de los grupos de mayor interés. El tamizaje
fitoquimico involucra la extraccion de los metabolitos de la droga o planta con solventes
apropiados y su posterior aplicacion de reacciones de coloracién y precipitacion que
“permita su identificacion. Estas deberan permitir la evaluacion o identificacién rapida, con

reacciones sensibles y reproducibles.

Obtencién de Fracciones

Se tomaron 600 g de las partes aéreas secas y pulverizadas de la especie mutisia acuminata
“chinchilcoma” se adiciond alcohol al 96 % y se macero, con agitacion periddica para
optimizar la extraccion de los metabolitos primarios y secundarios, se filtra y luego se
procede a obtener un extracto seco mediante uso del evaporador rotario. Se separd una

porciodn a la que se le llamo Fraccion A.

Luego se extraera con HCl al 1% (2x20 mL), se filtrard y se obtendran dos partes:
Insoluble: Se lavara hasta pH neutro con agua destilada, seguidamente se disolvera con
5mL de diclorometano, luego se procederd a secar con sulfato de sodio anhidro,
seguidamente se filtrara, este filtrado constituira la Fraccion B del extracto.

Solucion &cida: Se procederé a filtrar y posteriormente se alcalinizara con una solucion de

amoniaco, extrayéndose con diclorometano (2x100mL) obteniéndose dos fases:
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— Fase Diclorometano: El tratamiento se iniciard mediante el lavado con 10 mL de
agua destilada, seguidamente se proceda a secar la fase diclorometanica con sulfato de

sodio anhidro, se filtra para obtener la Fraccion C del extracto.

— Fase Acuosa: Saturada con de sulfato de sodio anhidro 5g y se extraer con la mezcla

diclorometano:etanol (3:2) con 2 porciones de 100mL. Obteniéndose dos fases:

Fase Organica: (Diclorometanol-etanol). Con 10 mL de solucién de sulfato de
sodio anhidro se lava, juntando las fases acuosas, la cual con 1g de sulfato de
sodio anhidro se deshidratara la fase organica. Se filtra y esto constituye la

Fraccion D.

Fase Acuosa: Se retinen todos los residuos acuosos obtenidos de los lavados
de las fases organicas esto constituye la Fraccion E.
Independientemente, se mezcla 1g de especie seca con un volumen de 20 mL de agua
destilada se remueve, se hierve por 15 minutos. Se proceder a filtrar en caliente y llevar a
volumen de 10 mL a través del filtro, enfriar a temperatura ambiente, esto constituye la
Fraccion F.
Separadas las fracciones se procedera a realizar reacciones de coloracion o precipitacién
para identificar grupos funcionales y grupos de metabolitos presentes en el extracto

etanolico de mutisia acuminata “chinchilcoma”.

Reacciones sobre las fracciones:

FRACCION A

Deteccion de Taninos:

1. Reaccion de gelatina-Sal.- Se tomaran tres tubos de ensayo a los que se le
adiciona 0.5 mL de extracto al 1° tubo se adiciona 1 mL de NaCl 5%, al 2°tubo
se adiciona gelatina 1% y al 3° tubo gelatina — sal, la presencia de precipitado

en el tubo 3° 0 en ambos tubos 1° y 2° indica la presencia de taninos, si ocurre
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solamente con el 1°, podria ser un falso positivo.

2. Reaccion de Cloruro Férrico.- En un tubo de ensayo se deposita 0,5 mL de la
fraccion Ay se agrega de la disolucion acuosa de FeCls 1% unas gotas . La

reaccion resulta positiva si aparecen colores azul-negro, verde o azul verdoso.

Deteccion de Flavonoides

1. Reaccién de Shinoda.- Se coloca de la Fraccion A dos gotas en un tubo de
ensayo, adicionar unas limaduras de magnesio y HCI concentrado unas 3 gotas.
El cambio de color indica que la reaccién es positiva cuando resultan tonos de

color rojo, anaranjado y violeta.

Deteccion de Aminoécidos

1. Reaccién de Ninhidrina.- En tiras de papel filtro con una pipeta capilar se
colocan:
1. Una gota de Fraccion A, mas una gota de solucién de ninhidrina al 2%.

2. Blanco: Solucién de ninhidrina al 2%.

Secar a temperatura ambiente, luego las tiras se colocan en una plancha
calefactora o estufa hasta la aparicion de un color en el blanco.
La reaccién positiva si se presenta en el papel de la muestra un color azul

violaceo.

FRACCION B

Deteccién de Triterpenoides y/o Esteroides:

1. Reaccién de Liebermann Burchard: Tomar 1 mL de la fraccion y adicionar
gotas de &cido acético (5 gotas), seguidamente adicionar 3 mL de anhidrido

acético/acido sulfurico (50:1).
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La aparicion de colores verdes, azul verdoso (vias rojo o azul) indica reaccion
positiva.

Deteccion de Antraquinonas:

1. Reaccion de Borntréger: Disolver un resto de la fraccion B en diclorometano,
a la que se adiciona 5 mL de NaOH 5% , agitar suavemente. La reaccién es

positiva un color rojo aparece en la fase acuosa.

FRACCION C
Deteccion de Triterpenoides y/o Esteroides:
Reaccion antes indica de Liebermann Burchard.
Deteccion de Alcaloides
En 4 tubos de ensayo independientes se coloca 2 mL de Fraccion C y 1 mL de

solucion de HCI 1% y luego adiciona lo siguiente:

v Dragendorff: 2-4 gotas de reactivo y observar precipitado anaranjado.
v' Mayer: 2 -4 gotas de reactivo y observar precipitado blanco.

v' Hager: 2 - 4 gotas de resctivo observar precipitado amarillo.

FRACCION D
Se lleva a sequedad y luego se adiciona 2,5 mL de etanol, se realiza las siguientes
reacciones:

Deteccion de Flavonoides:

Reaccion de Shinoda. Indicada anteriormente

Deteccién de Leucoantocianidinas y catequinas:

1. Reaccion de Rosenheim: se toma 0,2 mL de la fraccién D, agregar 0,1 mL de

HCI concentrado, calentar por 10 minutos a 100 °C. Enfriar, y adicionar 2 mL
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de agua y 0,4 mL de alcohol amilico, sacudir suavemente y observar aparicion
de color en la fase amilica.

La aparicion de color indica reaccion positiva, y va desde el rosado débil
incluso carmesi oscuro. Rojo indica presencia de antocianidinas, marrén indica

presencia de catequinas.

Deteccion de Cardendlidos:

Mediante la reaccion de kedde.

Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides:
Mediante reaccion de Liebermann Burchard.
Deteccion de Alcaloides:

Mediante las reacciones de Mayer, Dragendorff, Hager .

FRACCION E
Deteccion de Flavonoides:
Mediante la reaccion de Shinoda.
Deteccion de Leucoantocianidinas:

mediante la reaccion de Rosenheim.

FRACCION F

Deteccién de Saponinas

1. Prueba de Espuma.- En dos tubos de ensayo se coloca 2,5 mL del extracto y
se agita por un minuto. Se dejar en reposo por 15 minutos y observar la
formacién de espuma. la reaccion es negativa si la altura de la espuma es menor

de 5 mm.

2.6.5 Caracteristicas Fisicoquimicas del extracto

Sélidos totales.- AOAC 925.03B
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2.6.6

Se peso aproximadamente 2 g del extracto en una placa Petri, previamente se secé a 130°
por una hora en la estufa se dejé enfriar en el desecador para finalmente ser pesado cuando
se alcanzo la temperatura ambiente. 2

Sélidos solubles: AOAC 932.12.

Se determinara por el método refractométrico, en el cual se prepara una suspension al 10%
y luego de calibrar el equipo se realiza la medicion directamente?.

Cenizas: AOAC 923.03

Se pes6 de 1 a 3 g del extracto dentro de un crisol previamente incinerado a la temperatura
de tratamiento (600°) y enfriado a temperatura ambiente en un desecador. Se incinero en la
mufla a 600° por un periodo de 4 horas. Enfriar en el desecador y pese tan pronto alcance
la temperatura ambiente. Se calculd el residuo como cenizas totales 2.

pH: AOAC 981.12

Se determino por el método potenciométrico. Se disolvio cierta cantidad del extracto con
10 ml de agua destilada en un vaso precipitado de 25 ml y calibra el potenciémetro con
solucion Buffer ph7 y pH 4 luego se introduce el electrodo se procedera a leer el resultado

cuando se estabilice la lectura .

Determinacion de la actividad antioxidante

2.6.6.2 Método 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
La actividad antioxidante del extracto se realizé con el método Brand-Willians et
al % con algunas modificaciones .

Elaboracion del DPPH:

Se prepar6 pesando 3,6 mg de DPPH y se disolvié en 100 mL de metanol en un
fiola. La solucion se coloc6 en un sonicador para asegurar la buena disolucion y
luego se comprob6 que la absorbancia esté ente 0,9y 1,1a517 nm.

Elaboracidn de la muestra:

Se llevaron a cabo disoluciones en etanol de la muestra; tomd a partir de un peso
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2.6.6.2

0,076,8 g de muestra se adiciono 5 mL de etanol se preparacion una bateria de
diluciones. Se tomo 2,9 mL de la solucion de DPPH, a la que se adiciono 0,1 mL
de cada una de las diluciones respectivas, se agito y se dejo reposar en la
oscuridad por un promedio de 30 min. Pasando este periodo de tiempo las
muestras fueron leidas en el espectrofotometro de UV/VIS a 517 nm.

Se utiliz6 como blanco al etanol.

El ensayo se realizé por duplicado. Los resultados experimentales se expresaron
como el valor ICso, es decir, la concentracion de la muestra problema necesaria

para producir una inhibicion del 50% la absorbancia del radical libre DPPH.

Método del Poder Antioxidante de Reduccion Férrica (FRAP)

Se siguié método descrito por Benzie y col?® algunas pequefias modificaciones.
El método se fundamenta la capacidad de una muestra de reducir el ion hierro
férrico (Fe+3) de un complejo formado por 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
hasta el estado ferroso (Fe+2), a la longitud de onda de 593nm.

El reactivo FRAP se prepara mezclando el buffer acetato 300 mM (pH = 3.6), la
solucion del reactivo TPTZ 10 mM en HCI 40 mM y solucién acuosa de
tricloruro férrico (FeCls. 6H,0) 20 mM en proporcion 10:1:1 (v:v:v). Para la
reaccion se aflade 3 mL de este reactivo en una cubeta y se mide la absorbancia a
593 nm inicial. Posteriormente se agrega 100 pL de las diluciones del extracto,
se agita. Se deja en reposo por 6 min y se realiza la lectura de absorbancia a 593
nm. Para obtener la absorbancia final se tiene que restar de la absorbancia del
blanco o inicial.

Los resultados se formularon en relacion al patron trolox. Para ello se efectuo
una curva de cuantificacién en un rango de concentraciones de 1.00 - 0.03 mM y
se procede de forma igual como la muestras. Todas las determinaciones se

efectuaron por duplicado. Los resultados de absorbancia de la muestra se
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extrapolan en la curva patron mediante la ecuacion de esta para expresar la
actividad antioxidante en relacion con los milimoles de trolox.?

2.6.6.3 Método de reaccion con el radical 2,2'-azino-bis-(3-etil benzotiazolin-6
sulfonato de amonio) (ABTYS)
Se realizo segun el método de Re'y col.?’. Se valora la decoloracion del radical
libore ABTSe+, producida por la interaccién con especies donadoras de hidrogeno
o0 de electrones. EI ABTS++ es un radical catiénico, colorante que absorbe la
radiacion a una longitud de onda de 734 nmy es formado por una reaccion de
oxidacion del reactivo ABTS (2,2'-azino-bis-3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de
amonio) con persulfato de potasio.
Se preparo el reactivo de trabajo el cual presenta una concentracion ABTS de 30
uM aproximadamente. Se pesa 0.0504g de la sal aménica cristalizada del reactivo
ABTS y se disolvié en 5 ml de agua grado HPLC, luego se agrega 6.7 mg de
persulfato de potasio (K2820a), se deja descansando un promedio de media hora
envuelto en papel aluminio, transcurrido el tiempo se traslada a un matraz
volumétrico (fiola) de 10 ml y se enrasa con agua grado HPLC y se deja
interaccionar protegido de la luz durante 12 a 18 horas. Luego se prepara la
solucion de trabajo utilizando 1 ml del radical formado y se agrega alrededor de
70 ml de tampon fosfato de pH 7.1 se homogeniza y se mide la absorbancia a 734
nm que debe ser 0.680 £ 0.2.
La determinacion de la actividad antioxidante se realiza tomando 1 ml del radical
ABTS* en una microcelda y se mide la absorbencia inicial a 734 nm, se adiciona
25 ul de las cada diluciones independientemente, se agita durante 10 segundos y
se deja reaccionar por 4 minutos de incubacion, se mide la absorbancia final.
Todas las muestras se analizaron por duplicado.
Los resultados se expresan como la concentracion en 1 mg del extracto que tiene
la misma actividad antioxidante que una concentracion en mM de Trolox. Para

ello es preciso realizar una curva de calibracion con concentraciones diferentes
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de Trolox frente a las proporcionadas variaciones de absorbancias del radical. Se
efectuaron diluciones a partir de una solucion madre en un intervalo de 0,50 a

0,03 mM y se analizaron forma similar que el extracto etandlico®.

2.7  Técnicas de procesamiento de la informacion

» Recoleccion de datos analiticos
Se realizd en los cuadernos de trabajos donde se registraron los resultados

obtenidos de las aplicaciones de las técnicas analiticas empleadas en cada caso.

> Procesamiento de datos

Los datos fueron procesados en el Programa Microsoft Excel 2013 y se expresan

como promedios a partir de los cuales se elaboraron los graficos respectivos.

2.8 Técnicas de Analisis e interpretacion de la informacion
Los datos adquiridos durante los diferentes procesos de andlisis de la determinacion
de la actividad antioxidante fueron sometidos a técnicas de analisis paramétricas
como: promedio de cada determinacién y su desviacion estandar, y técnicas no
paramétricas: coeficiente de correlacion para hallar 1Cs, 0 el TEAC correspondiente

al método aplicado.

2.9 Aspectos éticos
En la presente investigacion se ha cuidado los aspectos éticos relevantes de todo trabajo
universitario como herramienta del saber cientifico que permite un avance de la sociedad,
evitando la manipulacién de todos aquellos factores que pudieran obedecer a interés
particulares que desvirtien los objetivos del estudio. Razon por lo que se ha citado, lo
mas adecuadamente posible todos aquellos articulos en los cuales nos hemos basados,
cuidando los correspondientes derechos autor, consciente de ellos asumimos las
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responsabilidades que de ello deriven.

1. RESULTADOS

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos de caracterizacion el extracto etanélico de las partes
aéreas de la especie mutisia acuminata ““chinchilcoma”.

Parametros Resultados Unidades
Solidos totales 85,49 + 1,73 0/100g
Humedad 14,76 + 1,43 9/100g
Solidos solubles 4,2 +0,63 ° Brix
pH 3,75+0,17 -
Cenizas 4,67 £0,21 0/100g
Color Negro verdoso -
Aspecto Pasta densa y viscosa -
Olor Suigéneris -

Los valores son promedios de tres repeticiones
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Tabla 4. Determinacion de Metabolitos secundarios del extracto etanolico de las partes

aéreas de la especie mutisia acuminata “chinchilcoma”.

Fracciones

Reaccion de

obtenidas Metabolito secundario dentificacion Resultados
Rx Flavonoide Shinoda + Positivo
A . Gelatina + Negativo
Taninos — —
Cloruro férrico + Positivo
Aminoéacidos libres Ninhidrina + Positivo
Rx Liebermann + Positivo
Esteroides/Triterppenos Burchard
B Flavonoides Shinoda + Positivo
Quinonas Borntrager - Negativo
Rx Liebermann + Positivo
Triterpenos/esteroides Burchard
¢ La_lctonas_ Kedde - Negativo
sesquiterpenicas
Rx Alcaloides Hager ¥ Positivo
M Mayer + Positivo
Drangedorff + Positivo
Rx Alcaloides Hager ¥ Positivo
M Mayer + Positivo
Drangedorff + Positivo
D Rx Flavonoides Shinoda + Positivo
Rx . .
Leucoantocianidinas Rosenheim - Negativo
Rx Liebermann - Negativo
Triterpenos/esteroides Burchard
Rx Flavonoides Shinoda + Positivo
E Rx Saponinas Espuma - Negativo

Nota: Para considerar positivos taninos deben dar positivas las dos reacciones.




Tabla 5. Lectura de absorbancia de patron de trolox por el método de DPPH

trolox

mg/mL Absl Abs?2 Prom % Inh
0.242 0.034 0.033 0.034 96.6
0.121 0.466 0.457 0.462 53.8
0.061 0.724 0.699 0.712 28.8
0.03 0.875 0.874 0.875 125
0.015 0.94 0.923 0.932 6.8

Blanco 1,00

120 y=396.42x + 2.5161
R*=0.9953

100

80

60

% de inhibicion

40

20

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentracion de trolox en mg/mL

Figura 7. Correlacion entre las concentraciones de trolox y % de inhibicion del radical

DPPH

IC 50= 0,120 mg de trolox
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Tabla 6. Determinacion de la capacidad antioxidante de las diluciones del extracto etandlico

de la especie mutisia acuminata “chinchilcoma” por el método DPPH.

Extracto
mg/mL Absl Abs?2 Abs Prom % Inh
3.76 0.283 0.28 0.282 71.8
1.87 0.591 0.586 0.589 41.1
0.94 0.757 0.751 0.754 24.6
0.47 0.867 0.859 0.863 13.7
0.24 0.924 0.924 0.924 7.6
80 y=17.933x +5.6489
R?=0.994
70
60
c
2 50
S
< 40
w
T 30
X
20
10
0

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

Concentracion de extracto (mg/mL)

Figura 8. Correlacion entre concentracion del extracto y porcentaje de inhibicién
IC50 = 2,47mg

0,120 mg de trolox equivalente a 2,47mg/mL de extracto
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Tabla 7. Valores de absorbancia de las diluciones patrones de trolox por el método FRAP

mM Trolox Abs 1 Abs2 Promedio
0.0312 0.076 0.073 0.0745
0.0625 0.129 0.124 0.1265
0.125 0.247 0.241 0.244

0.25 0.425 0.421 0.423
0.5 0.877 0.872 0.8745
1 1.505 1.513 1.509

1.800 y = 1.4933x + 0.052

1.600 R2=0.9947

1.400 g

© 1.200
§ 1.000
2
S 0.800
Q0
< 0.600

0.400

0.200

0.000

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
mM de Trolox

Figura 9. Curva de calibracion de trolox para la determinacion de la actividad antioxidante por

el método FRAP
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Tabla 8. Determinacion de la capacidad antioxidante de las diluciones del extracto
etandlico de la especie mutisia acuminata “chinchilcoma” por el método FRAP.

Extracto
Absl Abs2 Prom TEAC
mg/mL
0.63 0.146 0.142 0.144 0.061
1.26 0.319 0.312 0.316 0.177
2.52 0.586 0.583 0.585 0.357
5.04 1.148 1.149 1.149 0.735

Nota: Abs = absorbancia
Prom = promedio

TEAC = Capacidad antioxidante equivalente al trolox

0.8
0.7

y=0.151x-0.0243
0.6 R?=0.9991
0.5

0.4

TIEAC

0.3

0.2

0.1

0 1 2 3 4 5 6

Concentracion de extracto mg/mL

Figura 10. Correlacién entre concentracion del extracto etandlico de la especie mutisia

acuminata y TEAC (mM)

1mM de trolox equivale a 6.78 mg/mL de extracto
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Tabla 9. Lectura de absorbancia de las disoluciones de patrén de trolox por el método

de ABTS.

mM trolox  Abs incial Abs1 Abs 2 Prom Abs final
0.0152 0.68 0.591 0.629 0.610 0.07
0.0325 0.68 0.573 0.567 0.570 0.11
0.0625 0.68 0.53 0.538 0.534 0.146
0.125 0.68 0.449 0.457 0.453 0.227

0.25 0.68 0.275 0.286 0.281 0.399
0.5 0.68 0.023 0.023 0.023 0.657
0.8 y =1.2019x + 0.0708
' R?=0.9944
0.7
T 06
S 05
€ 04
o)
5 03
2 02
0.1
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

mM de Trolox

Figura 11. Curva de cuantificacidn de trolox para la determinacion de la actividad antioxidante

por el método ABTS
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Tabla 11. Determinacion de la capacidad antioxidante de las diluciones del extracto etanolico

de la especie mutisia acuminata “chinchilcoma” por el método ABTS.

mg/mL  de
extracto Abs 1 abs2 Prom TEAC
0.63 0.085 0.095 0.09 0.016
1.26 0.172 0.188 0.18 0.091
2.52 0.356 0.366 0.361 0.241
5.04 0.711 0.729 0.72 0.540
0.6 y=0.1188x - 0.0587
R2=1
0.5
0.4
(@]
I 03
|_
0.2
0.1
0
0 1 2 3 4 5 6

Concentracion de extracto mg/mL

Figura 12. Correlacidn entre concentracion de extracto etandlico de la especie mutisia acuminata

y capacidad antioxidante equivalente a trolox como milimoles.

1mM de trolox equivale a 8,91 mg/mL
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V. DISCUSION

El Peru es uno de los paises con mayor diversidad, debido a los diferentes nichos ecoldgicos
gue posee, con una flora de aproximadamente 25 mil especies, de las cuales una tercera parte
son endémicas. La mayor parte de estas especies se hallan en la amazonia y los diversos
nichos de la serrania, de las cuales muchas de ellas ni siquiera han sido identificadas (INS
2022)%. Una gran proporcion de la poblacion mundial en los paises en desarrollo no tiene
acceso a la medicina galénica y recurren a las diversas medicinas alternativas, en la
etnoboténica los usos de plantas medicinales cumplen un rol fundamental en el tratamiento
de muchas enfermedades en bases a conocimientos ancestrales transmitidos de generacion en
generacion. Con el desarrollo de la medicina moderna, este conocimiento ancestral vino a ser
devaluado por los sistemas profesionales de la salud que se han centrado con énfasis en los
medicamentos industrializados que se ha introducido gradualmente en la vida cotidiana de la
sociedad, aungue actualmente, los sistemas de ciencia y salud vienen tomando atencion al uso
de las plantas medicinales (Heisler y et al., 2015)*°. Una especie usada por la medicina
popular de las zonas andinas y que ha sido poco estudiada es la especie mutisia acuminata
“chinchilcoma” propia de los andes sudamericanos y la cual existen hasta tres variedades. La
especie del presente estudio fue colectada en el distrito de Puquio departamento de Lucanas
y departamento de Ayacucho, de la cual se recolecto las partes aéreas constituidas por hojas,
tallos herbaceos y unidades floridas. El extracto etanélico se obtuvo por maceracion con
alcohol de 96 °C durante 15 dias, al concentrar el extracto se obtuvo una pasta densa viscosa
y de color negro verdoso, que presento las caracteristicas fisicoquimica determinadas en la
tabla 1, en la cual se puede observar que el contenido de humedad (que significa el contenido
de agua residual) es menor al 15%; por lo tanto el contenido de solidos totales es la diferencia
que esta constituidos por los compuestos organicos e inorganicos presentes en ella, de todos
estos compuestos solo aproximadamente el 4 por ciento son sélidos solubles en agua, lo que
indica que la mayoria de los compuestos presentes son de naturaleza medianamente polar, el

contenido de compuestos inorganicos estd representado por el contenido de cenizas y que
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representa aproximadamente un 4,67%; el extracto en una solucion al 10% presenta un rango
acido de aproximadamente un pH de 3,75 estos datos no han sido posible contrastar con
ningun trabajo publicado porque no reportan estos parametros que seria importante en un
proceso de estandarizacion del extracto obtenido de esta especie si desearamos obtener un

producto reproducible.

En la tabla 2, podemos observar los resultados de la identificacion de los grupos de
metabolitos secundarios en las diferentes fracciones obtenidas como resultados del screening
fitoquimico aplicado al extracto crudo. En la fraccion A solo se obtuvo resultado positivo
para los metabolitos flavonoides y aminoacidos libres siendo la reacciéon para taninos
negativa, este caso se encontro cierta diferencia a lo reportado por Roman y Zedano 2020%,
Borja 2013 y Coaguila y Yauri 2014, quienes reportan la presencia de taninos en un extracto
hidroalcohdlico, pero coinciden con Inocente, 2017 quien solo reporta presencia de
flavonoides. Con respecto a la fraccion B, algunos autores reportan la presencia de triterpenos
y/o esterioides mientras que otros no, sin embargo, todos los articulos reportados coinciden
en la ausencia de antraquinonas. En lo referentes a las fracciones C y D todos los autores
referenciados coinciden en la presencia de alcaloides y compuestos fendlicos y por Gltimo
con respecto a la fraccidn E, existe concordancia en la presencia de flavonoides mas no de

catequinas.

Considerando que los antioxidantes naturales estdn cobrando gran interés en las ultimas
décadas, por la relacion hallada entre un gran nimero de enfermedades degenerativas y el
estrés oxidativo, el consumo de antioxidantes exdgenos podria representar una alternativa en
el tratamiento o en la prevencién de muchas de esas enfermedades degenerativas. La
determinacién de la actividad antioxidante de los extractos vegetales se realiza por diversos
métodos in vitro, mediante los mecanismos que existen como: son la transferencia de
electrones libres y la transferencia de 4&tomos de hidrogeno. Considerando que cada método
puede actuar por uno 0 mas mecanismo y los complejos de la composicion de un extracto

vegetal, se hace necesario para asegurar la posible actividad antioxidante de un extracto
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determinarlas por mas de un método que implique diversos mecanismos. En ese contexto en
este trabajo se determind la actividad antioxidante por unos de los tres métodos in vitro mas

empelados como son DPPH. FRAP y ABTS

Cuando se determina la actividad antioxidante por la capacidad de captacion del radical
DPPH, basado en la actuacién de ambos mecanismo mencionados con la priorizacion de la
transferencia de atomos de hidrogeno podemos apreciar una actividad antioxidante
considerable ya sea que se exprese como equivalentes de trolox o por la expresion del 1C50
(que es la concentracion del extracto que inhibe el 50% de la absorbancia del radical en las
condiciones utilizadas), por lo que creemos que dicha actividad esta fuertemente relacionada

con los tipos metabolitos secundarios identificados.

Enlatabla 7y grafico 9 podemos ver los valores de las diversas soluciones de trolox empleado
como patron de referencia por el método de FRAP; la tabla y grafico nos permite obtener la
capacidad antioxidante del extracto etandlico de las partes aérea de la mutisia acuminata
“chinchilcoma” con un valor apreciable, debemos recordar que este método basado en la
capacidad de reduccidn de ion férrico hace uso exclusivo del mecanismo de transferencia de
electrones. Si bien es cierto no hemos hallado ningin trabajo que determine la actividad
antioxidante por este método para esta especie, existe un reporta para la especie mutisia
mathewsii (Arones 2022)% con valores muy cercanos (118,7 + 0,3), expresados como CI50

en ug/mL.

En la tabla 10 y gréafico 12, se muestran los resultados de la determinacién de la actividad
antioxidante del extracto etanélico de la especie por el método del radical libre ABTS el cual
implican ambos mecanismos priorizando el SET, donde se obtuvo un valor de 1mM de trolox

equivale a 8,91 mg/mL, que se puede considerar una actividad apreciable.
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V. CONCLUSION.

Del desarrollo del presente estudio titulado Compuestos Bioactivos y Actividad
Antioxidante del Extracto Etanélico de las Partes Aéreas de mutisia acuminata

“chinchilcoma” concluimos:

- Los compuestos bioactivos presentes en el extracto etandlico de las artes
aéreas de mutisia acuminata “chinchilcoma” son predominantemente

Flavonoides, alcaloides triterpenos/o esteroides.

- El extracto etandlico presenta una considerable actividad antioxidante por los

tres métodos ensayados.

- El extracto etandlico de la parte aérea de mutisia acuminata “chinchilcoma”

presenta una mayor actividad antioxidante por el método del DPPH.
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VI.

RECOMENDACIONES.

Visto la variabilidad de los grupos de metabolitos secundarios que presenta la
especies dependiendo de la zona de origen se recomienda estudios complementarios

como:

Cuantificacion de compuestos fendlicos totales y flavonoides del extracto

etandlico.

- Determinacién del tipo de compuestos flavonoides presentes por métodos

cromatograficos y espectroscopicos.

- Determinacion de la posible actividad antiinflamatoria considerando la apreciable

actividad antioxidante.

- Determinacién de los posibles compuestos minerales presentes en el extracto que
debe estar actuando como factores de algunos compuestos antioxidantes

enzimaticos.
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