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RESUMEN

Los radicales libres son productos de la reacciones quimicas de la célula y de los

tejidos al elevarse 0 disminuirse las concentraciones }401siolégicaspuede acarrear

imporlantes alteraciones funcionales, El presente trabajo de invesligacién bésico

descriptivo se realizé con la }401nalidadde determiner Ia actividad antioxidantes de

las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "cancer ccora�035,durante Ios

meses de setiembre de 2013 a marzo de 2014, en los Laboratorios del Area de

Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de

San Cristobal de Huamanga. La muestra fue recolectada en el depanamento de

Cusco. obteniendo el extracto, hidroalcoholico de las hojas, se realizé el tamizaje

}401toquimicoy el fraccionamiento por extraccién liquido �024liquido con solventes de

diferente polaridad como: éter de petréleo, cloroformo, aoetato de etilo para la

obtencién de compuestos fenélicos con los cuales se realizé Ios ensayos

cromatégra}401cosy espectroscépicos; la actividad antioxidante se evalué mediante

el ensayo de captacién de radical Iibre DPPH (1,1-difenil-2�024picr1lhidrazi|o).El

extracto presenté }402avonoides,taninos y/o fenoles, alcaloides, lactonas y/o

cumarinas, triterpenos y/o esteroides. catequinas, saponinas y azdcares

reductores; mediante ensayos cromatogré}401casy espectroscépicos se con}401nnéla

presencia de }402avonoidesy acidos fenélioos. En Ios respectivos porsentajes

84,94%; 70,05%; 66,38% respectivamente a las concentraciones de 100 pg/ml,

50 pg/ml y 10 pg/ml, En conclusién se a}401rmaque los compuestos fenélicos

aislados de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel., �034cancerccora"

tienen actividad antioxidante.

Palabras clave: Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel, actividad antioxidante,

compuestos fenélicos.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad se estén realizando numerosas investigaciones en busca de

antioxidantes nalurales con la }401nalidadde ser usados en la industria de

alimentos, cosméticos y en la atencién de la salud para prevenir, aliviar y/o curar

procesos degenerativos, como consecuencia de la presencia de radicales libres

en nuestro organismo.�030

El envejecimiento celular es cuando el oxigeno usado en el metabolismo de un

organismo vivo, y también como elemento imprescindible en la vida de los

organismos aerobios, es también Ia cause del deten'oro de los mismos

organismos vivos. Este }402ltimotérmino son denominados radicales libres,

fragmentos atémicos o moleculares con un electrén desapareado de muy alla

reactividad responsable de da}401osen la estruciura celular.�031

También conocido como un proceso irreversible que se caracteriza por una

disminucién general de las funciones }401siolégicas,lo que oonduce a la morbilidad

y la mortalidad celular. Es un proceso multifactorial controiado por una

combinacién de factores genéticos y ambientales. En condiciones norrnales

existe un equilibrio entre la generacién de los radicales libres y su neulralizacién

por los sistemas de defensas antioxidantes; pero cuando este equilibrio se

rompe, se produce el estrés oxidativo o da}401ooxidativo, mecanismo general del

da}401ocelular que conduoe a una alleracién en el funcionamiento celular

directamente relacionada con la patogénesis de muchas enfermedades y

}401nalmentea la muerte celular?

Se consideran radicales libres (RL) a aquellas moléculas que en su estructura

atémica presenta un electrén desapareado o impar en el orbital extemo. Esta

con}401guraciénespacial Ies haoe muy inestable, con una enonne capacidad para

combinarse con la mayoria de las bioméleculas oelulares (carbohidratos, lipidos,

1



proteinas acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos) provocando un

da}401oen ellas y en las membranas celulares.

Los antioxidantes son sustancias wya accién consiste en inhibir la tasa de

oxidacién de los nocivos radicales libres. Existen antioxidantes naturales

(}401siolégicas),presentes en nuestro organismo, sistémicos; denlro de un grupo

los antioxidantes pueden ser enzimas que aumentan la velocidad de ruptura de

radicales libres, otros que previenen la partlcipacién de iones de metales de

lranslclén en la generacién de radicales libres y los inactivadores o barredores y

de esta manera protegian de las infecciones, deterioro celular, del

envejecimiento prematuro y probablemente del cancer." 5

El antioxidante al reaccionar con el radical Iibre le cede un electrén oxidéndose a

su vez y transfonnando en un radical Iibre débil, con escasos 0 nulos efectos

téxicos y como en algunos casos como la vitamina E pueden generarse en una

fomwa primitiva por la accién de otros antioxidantes. Los antioxidantes se

clasi}401canen endégenos (glutatién, coenzima Q, écido tioclico,

superoxidodismutasa (SOD) catalasa. glulatlén peroxidasa), fabricados por la

propia célula y exégenos (vitamina E, vltamina C, betacaroleno, Iicopeno,

}402avonoides),que ingresan en el organismo a través de la dieta 0 en suplementos

con formulaclones antioxidantes? Si el sistema antioxidante endégeno es

insu}401cienlepara protegerlos en accién da}401inade los radicales libres, es

necesario que ingiera sustancias exégenas.�030

Objetivo general

- Evaluar Ia actividad antioxidante de compuestos fenélicos aislados de las

hojas de Pearcea hypocyni}402ora(Hook. f.) Regel �034cancerccora�035

objetivos especificos

o ldentiflcar los metabolites secundarios en el extracto hidroalcohélico de

. hojas de Peancea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel �034cancerccora�035.

. Comparar la actividad antioxidante de los compuestos fenélicos aislados de

las hojas de Peamea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "céncer ccora" con un

esténdar (vitamina C)�030

- Evaluar la bioactividad en Artemia salina de los compuestos fenélicos

aislados de hojas de Pearcea hypocyr}401}402ora(Hook. f.) Regel "ca'ncer ccora".

2



n. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

La Escuela profesional de Fannacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de

la Salud de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga actualmente se

ha tornado mucha imponancia en el campo de la investigacién }401toquimicay

farmaoolégica, generando oonocimiento y a su vez aplicando estas

investigaciones, las cuales mostramos algunas investigaciones realizados en

Facultad de Ciencias de la Salud como:

En trabajo titulado "Estudio de los }402avonoidesaislados de las hojas de

Smallanthus sonchifolius (yacén) y determinacién de su actividad antioxidante e

inmunomoduladota�035.Lima - 2007. Utilizé el método de aisIamiento de

}402avonoides,primera extraccién hidroalcohélica con etanol al 80% con doble

extraccién, desengrasado con éter de petréleo, y Iuego la extraccién liquido -

liquido con acetato de etilo lo cual se extrajo los compuestos fen<5Iicos.5

En otro trabajo titulado �034Actividadantioxidante de los écidos fenélicos aislados de

las hojas de Satureja brevicalix Epl. �034wayramu}401a".Ayacucho - 2012". Se

menciona que se aislaron con éxito écidos fenélicos (écido clorogénico, écido

fer}402licoy el écido rosmarinico) con el método de extraccién etanélica Iuego con

éter de petréleo, clorofonno y acetato de etilo en la }402ltimase evidencia la

presencia de compuestos fené|icos.7

Otro trabajo titulado�034Ac}401vidadantioxidante de fracciones aisladas de las hojas

de Cestrum auriculatum I1 Heritier �030hierbasanta�035Ayacucho- 2013. Se obtuvo el

extracto etanélico, Ia cual se redisolvié en agua destilada y Iuego se procedié a

fraccionar en el embudo de separacién con diferentes solventes; éter de

petréleo, cloroformo y acetate de etilo y la fraccién que queda son los

compuestos fenélicosf�031
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2.2. Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel (cancer ccora)

2.2.1. Clasi}401caclontaxonomica (Sistema de clasi}401cacionde Cronqulst. A.

1988)

DIVISION 2 MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : SCROPHULARIALES

FAMILIA : GESNERIACEAE

GENERO : Pearcea

ESPECIE : Pearcea hypocyniflora (Hook.f.) Regel

Nombre vulgar : �034cancerccora�035

Fuente: Constancia de Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias

Biolégicas, 2013.

2.2.2. Descripcion boténica

Sinonimia (Hypocyrta brevicalyx, Gloxinia hypocyrti}402ora,Isoloma

hypocyrti}402omm)

Poseen tallos erguidos 5 - 20 cm largo, no rami}401cado,con nzomas largo y la raiz

adventicia de colores marron y amarillo, hojas con vellosidades, son desiguales

en cada par, con hojas ovaladas, en el envés comuinmente cordiforme o forma

oblonga, de 2,5 - 17 x 2-10 cm, mgoso, adpreso piloso, a menudo purp}402reo.

principal y secundario, venas a menudo amarillentas que contrasla con el verde

oscuro 0 areas purp}402reasentre venas. ln}402orescenciade 1 - 2 }402ores,con

vellosidades, de color verde, amarillo y p}402rpura;contiene un ped}402nculode 0,5

om de largo; una braclea ovalado, en algunos casos de 5 mm de largo, pero

generalmente ausente. Los Iubos }402oralescontienen vellosidades; el céliz es

lobulos, erguidos y uroeolado (en fonna de jarra) de tubo de corola ancho y

ovalado de 1 - 2 mm de largo y 16 - 23 mm de ancho. La garganta con un

diémetro de 8 �02415 mm ancho y 2 - 3 mm de largo, de un color rojo caracteristico,

poseen vellosldades, puberulento (cubierlo de pelillos muy }401nos,cortos y en

poca cantidad) en el interior 0 glandular, lobulos 1 - 2 mm de largo de color rojos,

estigma débilmente bilobulado. Cépsula y semilla no visto.

La familia Peamea tiene una corola de 1 cm de ancho y 2 cm de largo y leniendo

hojas con areas mas oscuras adelante. Las venas lalerales también superiores.

Abscesos pilosos y mgosos superiores, super}401clesde hoja y eliptico en el vez de

4



las hojas ovalada, es amenudo grande, ovalado, purp}402reo,y hojas violetas -

veteadas (rayadas) se distinguen las Hypocyrtifloras de otras especies?

2.2.3. Familia Gesneriaceae y género Pearcea.

Hierbas, subarbustos, arbustos 0 bejucos, epi}401toso terrestres, crecen de

tubérculos, estoiones o rizomas; tallos suculentos a le}401osos,erectos, péndulos o

asoendentes. Indumento compuesto de tricomas hialinos muliiseriados. Hojas

simples opuestas, arrosetadas (Koellikeria erinoides y Napeanthus apodemus) o

pocas veces altemas (Reldia veraguensis, Rynchoglossum azureum),

subdecusadas, decusadas, disiicas, a veces temadas (Achimenes, Kohleria) o

verticiladas (Kohleria), isé}401ias,subisé}401laso anisé}401ias,sucuientas.

membranéceas 0 coiiéceas, margen entero o no, usualmente pecioladas.

inflorescencias ienninales o axiiares, }402oressolitarias, fasciculadas, en cimas o

racimos; perfectas; zigomorfas o subactinomorfas, con 0 sin brécteas. Céliz

compuesto por 4 o més com}402nmenie5 sépalos libres o connatos en la base,

hasta Ia mitad de su Iongitud y en Chrysothemis hasta el épice, iguales o

desiguales, valvados u ocasionaimente imbricados, con el margen entero 0 no,

verdes a variadamente coloreados. Coroia de variados coiores y formas,

compuesta de 5 pétalos connatos, erecta, oblicua u horizontal en el céiiz,

frecuentemente ventricosa, el tubo frecuentemente espoionado en la base y el

limbo con 4 o més com}402nmente5 Iébulos, a veces biiabiado; estambres 4 con 0

sin un estaminodio, usualmente didinamos, }401lamentosinsertos en la base de la

corola, a veces connatos, retrayéndose después de que se deposile el polen,

anteras coherentes, de diferentes forrnas y dehiscentes por poros (Codonanthe,

Drymonia) o ranuras iongitudinales; ovario infero o s}402pero,unilocular o bilocuiar,

évuios numerosos con funiculos usualmente suculentos, 2 placentas parietaies;

estilo simple, elongado y estigma biiobado 0 estomatomorfo; disco ausente o

generalmente presente, anuiar 0 con 1 a 5 gléndulas nectariferas separadas o

connatas. Fruto una baya o cépsula seca o camosa y esta compuesta de 2 a 4

valvas; semiiias numerosas y muy peque}401as,fusiformes, oblongas o lineares y

estriadas o variadamente marcadas.

La familia Gesneriaceae se distingue por su hébito herbéceo o arbustivo, y su

hébitai terrestre o epi}401lo;con las hojas siempre simples y opuestas (LS), en

ocasiones anisé}401las,con los mérgenes frecuentemente aserrados o crenados, y

sin estipulas; y por sus }402oresperfectas, ilamativas, con las coroias simpélalas,
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zigomorfas, con cuatro eslambres didinamos cuyas anleras son ooherentes en

pares frontales.

Las }402oresde Gesneriaceae tienen néctar como principal recompensa para los

polinizadores, entre estos se encuentran aves, insectos y murciélagos. Los frutos

abayados de algunos géneros son dispersados por aves, principalmente

aqueilos que tienen colores atractivos, en los que son menos Ilamativos sus

semiilas suelen ser diseminadas por honnigas. Dentro de los géneros con fruios

capsulares se dan bésicamente dos tipos de las mismas: las cépsulas camosas,

que son regulannente omitocoras, y las secas que anélogamente pueden ser

anemécoras o hidrocoras.�030°

2.2.4. Composicién quimica

La bibliogra}401ano menciona el estudio de ese tipo de planta (Pearcea

hypocyrti}402ora(Hook.f.) Regel �034céncerocora"), pero sin embargo hay estudios de

algunas de las especies que penenecen a este género.

2.2.5. Estudios biolégicos realizados

No se reponan estudios biolégicos alguno de la planta Pearcea hypocyrti}402ola

(Hook.f.) Regel �034céncerccora�035.Pero la bibliografia re}401ereque la familia de la

planta estudiada tienes estudios biolégicos. Sin embargo, mencionan que la

mayoria del género que son plantas omamentales.�030°

2.2.6. Usos tradicionales

Es una planta silvestre eon sustancias quimicas y con gran uiilidad en la

medicina natural. Siendo usada por los pobladores de la zona y lugares aieda}401os

de la selva central (VRAEM) colindando con el departamento de Cusco, sin tener

en conocimiento que probablemente pueda causar algunos efectos secundarios

en su salud por su consumo indiscnminado por ello el estudio cienti}401code la

planta nos sitve para conocer su grado de propiedad antioxidante y citotoxicidad.

Por lo que el estudio de esta planta es indispensable para poder tener un criterio

cienti}401cosobre el uso de esta planta tan difundida por los lugare}401osde dicha

zona.

Muchas de las especies de la familia han sido tradicionalmente usadas como

omamentales. Sin embargo, Ios pobladores de la zona mencionan que tiene

propiedades vuinerarias, antiin}402amatonasy antioxidantes. También se han

reportado con usos medicinales para las siguientes especies que perteneoen al

mismo género como son:
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Chrysothemis friedrichsthaliana (antidiarreico, antiin}402amatorio,antio}401dico)

Codonanthe crassifolia (antigripal, antitusivo), C. uleana (vulnerario), Columnea

consanguinea (antiofidico). Drymonia alloplectoides (antiofidico), D. coriacea

(antio}401dico,antitusivo, odontalgia), D. macrophylla (antiofidico), D. serrulata

(antiofidico, dermatosis), D. warscewicziana (antiofidico), Kohleria spicata

(antihemorragico, antivenéreo, nefrosis).�030°

2.3. Radicales libres »

En general, un radical Iibre es un étomo o molécula que tiene uno o mas

electrones desapareados en sus orbitales externos y es capaz de tener una

existencia independiente; sin embargo, es muy reactivo ya que tiende a

reducirse, es decir, sustrae un electrén del atomo o molécula estable. A las

cuales oxida con el fin de alcanzar su propia estabilidad. Una vez que el radical

Iibre ha conseguido el eleclrén que necesita para aparear a electrén Iibre, Ia

molécula estable que pierde el electron se oxida y deja a otro electrén

desapareado, lo que Ie convierte a su vez en un radical Iibre, iniciandose y

después propagéndose de la misma manera, generando asi una reaccién en

cadenas

Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atémica presentan

un electron desapareado (Ia cual se encuentra en el }402ltimoorbital del étomo o

molécula), pueden existir de forma independiente y que debido a la inestabilidad

de su con}401guraciénelectrénica, son generalmenle muy reaclivos. Esta

reactividad es la base de su toxicidad y de su oorta Vida.�030

En Ios sistema de organismos vivos se generan muchos tipos de radicales libres,

siendo Ios mas conocidos los radicales libres de oxigeno. Se utiliza el término

Especies reactivas del oxigeno (Resctive Oxygen species 0 ROS.) como nombre

colectivo para refen�030rsea las especies derivadas del oxigeno. incluyendo tanto

los derivados radicales como Ios no radicales, que son agentes oxidantes y/o

fécilmente convertibles en radicales.�034

Los radicales libres son producidos por funciones celulares nonnales o bien.

pueden ser inducidos por diferentes factores ambientales o }401siolégicoscomo son

las radiaciones ionizantes, radiacién ultravioleta, ejercicio fisico extenuante o por

descenso de la capacidad de los sistemas endégenos antioxidantes. Dentro de

estos radicales libres se incluye el radical hidroxilo (OH�030),el anion superéxido

(O5), el peréxido de hidrégeno (H202) y el éxido nitrico (NO). Estas especies,
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debido a su alla reactividad quimica, pueden conducir a la peroxidacibn de

lipidos, oxidacién de algunas enzimas, oxidacién y degradacién proteica, asi

como da}401omutagénico al écido desoxirribonucleico (ADN).�0302

La generacién de RL no se ha de relacionar siempre con su toxicidad debido a

que la funcién que desarrollan presenta dos caras opueslas, por un lado aclaan

como mediadores y reguladores a concentraciones }402siolégicas,mientras que a

concentraciones elevadas pueden acluar como potentes oxidantes cltotoxicos.

En los sistemas vivos se generan muchos tipos de radicales libres, siendo los

més conocidos los radicales del oxigeno. Se utiliza el término especies reactivas

del oxigeno (EROS) como nombre colectivo para referirse a las especies

derivadas del oxigeno. De forma anéloga existen especies reactivas del

nilrégeno (ERN), del cloro (ERCI) y del bromo (ERBr).�030

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida, pero es fuente de

radicales Iibre, que si no se neulralizan de forma adecuada pueden tener efectos

deletéreos sobre la funcién celular. Se dice que existe "estrés oxidativo" cuando

existe una excesiva exposicién a oxidantes y/o una capacidad antioxidante

disminuida.�035

. En 1954 una invesllgadora argentina�034sugirié por primera vez que las EROS

eran agentes téxicos y generadores de palologias, estableciendo tres postulados

bésicos:

0 Los RL constltuyen un mecanismo molecular com}402nde da}401ocuando los

animales son sometidos a alias presiones de oxigeno y a radicales ionizantes.

o El desequilibrio entre oxidanles y antioxidantes producian los efectos toxicos.

o La produccién de RL es un fenémeno continuo oon implicaciones en el

envejecimiento y la carcinogénesis.

Los radicales libres son componentes anormales de la célula y tejidos. existiendo

en ciertas cantidades de compuestos celulares y en algunos tipos celulares. Al

elevarse o disminuirse las concentraciones }401siolégicasde las especies reactiyas

de oxigeno puede acarrear importantes alteraciones funcionales."

Son numerosas las patologlas que han sido asociadas con este desbalance

entre oxidantes y antioxidantes; arteroesclerosis, céncer, enfermedad de

Alzheimer, diabetes mellilus, enfermedades autoinmunes, in}402amatoriascrénicas.

situaciones de injuria por isquemia y repercusién en los tejidos, el sindrome de

diestrés respiratorio, etc.�034
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2.3.1. Principales fuentes de radicales libres

Nuestro organismo esté expuesto a una gran va}401edadde EROS y ERNS que

pueden generarse a partir de fuentes endégenas, relacionadas con el

metabolismo del oxigeno y con las diversas reacciones de defensa de nuestro

sistema inmunitario, 0 de fuentes exégenas, como el tabaco, la contaminacién

del aire, la radiacién UV, el ozono y cierlos medicamentos. Aunque Ia exposicién

a los EROS procedentes de fuentes exégenos sea extremadamente elevada, la

exposicién a fuentes endégenas es mucho més imponante y extensa, debido a

que es un proceso que de forma continua a las células de nuestro organismo a lo

largo de la vida.

2.3.2 Fuentes endégenas de radicales libres

Podemos distinguir cuatro fuentes endégenas que originan Ia mayoria de

agentes oxidantes producidos por las células: 15

a. En el transcurso normal de la respiracién aerébica, las mitocondrias

consumen O2 reduciéndolo en varias etapas a H20. Inevitablemente, a lo

largo de este proceso aparecen subproductos como el 02�030,H202 y OH�030.

3- _ EA 8' e"

Figura 1. Agentes oxidantes derivados del metabolismo celular.

b. Las células fagociticas (leucocitos, neutré}401los,macréfagos y eosiné}401los)al

~ activarse por medio de mediadores proinflamatorios 0 de productos

bacten�030:-mos,viricos 0 de parésitos, destruyen las células infectadas por medio

de un ataque oxidafwo (literalmenle una �034exp|osién"oxidativa) en el que se

producen grandes cantidades de 02�030,H202 y OH�030.Las infecciones crénicas

Ilevan a una actividad fagocitica continua que provoca una inflamacién

crénica que es el principal factor de n'esgo del céncer.

c. Los peroxisomas, orgénulos encargados de la degradacién de écidos grasos

y otras moléculas produce, H202 como subproducto, que es degradado de

forma natural por la enzima catalasa. Bajo ciertas condiciones, algunos de los

peréxidos escapa Ia degradacién y se Iibera a otros compartimentos

celulares provocando un incremento del da}401opor oxidacién en el ADN.
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cl. Las enzimas del complejo Citocromo P450, son las principales responsables

del metabolismo oxidativo de los xenobiéticos. La induccién de estas enzimas

previene los efectos de toxicidad aguda de agentes extra}401osal organismo,

pero también produce subproductos oxidantes que pueden da}401arel ADN.

2.3.3. Fuentes exégenas de radicales libres

Entre las principales fuentes exégenas de radicales libres destacan.�0305

- Los éxidos de nitrégeno del humo de tabaco.

I Las sales de hierro y cobre que promueven Ia generacién de radicales

oxidantes a parlir de peréxidos.

r  
Figura 2. Reaccién de sales de hierro generando radicales oxidantes.

I Los alimentos que ingerimos a través de la dieta, especialmente los de origen

vegetal, que se oxidan en mayoro menor grado generando diferentes tipos de

oxidantes como peréxidos. aldehidos, écidos grasos oxidados y metales de

_ transicién.

2.4. Antioxidante

Son sustancias cuya aocién consiste en inhibir Ia tasa de oxidacién de los

nocivos radicales libres (disminuye las defensas, producen da}401ocelular con la

posibilidad de producir cénoer, arteriosclerosis y envejecimiento). Existen

antioxidantes naturales (fisiolégicas), presente en nuestro organismo, sistémicos;

dentro de un grupo los antioxidantes pueden ser enzimas que aumentan Ia

velocidad de ruptura de radicales libres, otros que previenen Ia panicipacién de

iones de metales de transicién en la generacién de radicales libres y los

inactivadores o barredores y de esta manara protegian de las infecciones,

deterioro celular, del envejecimiento prematuro y probablemente del céncer.5

Halliwel y Gutteridge en 1998, de}401nieroncomo antioxidante a toda sustancia que

halléndose presente a bajas concentraciones, con respecto a un sustrato

oxidable (biomolécula), retarda o previene la oxidacién de dicho sustrato. El

antioxidante al reaccionar con el RL le cede un electrén oxidéndose a su vez y

transforméndose en un RL débil, con escasos 0 nulos efectos téxicos.
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Cada antioxidante posee una a}401nidadhacia un determinado RL 0 hacia varios,

puede actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y tener mas

de un mecanismo de aociénf�031 �030

La funcién y efecto que tienen los antioxidantes en la salud es evitar la oxidacién

de sustancias que puedan provocar alteraciones }402siolégicas,estudios recientes

demuestran que la expresién antioxidante enzimética y su actividad se ven

drésticamente reducidas en la mayoria de las enfennedades cuténeas.�035

Los antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia

oxidativa y tener mas de un mecanismo de aocién. Para que un antioxidante

(AH) tenga actividad aritirradicalaria debe cumplir una caracteristica bésica que

es generar un radical més estable y menos da}401ino(RH) después de reaccionar

con la especie radical (R'). Esta reaccién se basa en una transmisién redox en la

que esta implicada Ia donacién de un electron (0 un étomo de hidrogeno) a la

especie radicalaria (Figura 3). Como resultado de esta transferencia, se formaré

un radical derivado del antioxidante (A') que puede tener carécter inerte, estable

o presentar ciena reactividad.�035

e-6 H"

T �030 Z? �030

�024» + 44;;
�030"�034°"""�030�034�030°a}401éfze.�030?..�030;'Z:'?

antioxidante més estable

Figura 3. Mecanismo antirradicalaria de las moléculas antioxidantes.�035

El antioxidante al reaccionar con el RL Ie cede un electrén oxidéndose a su vez y

transfonnéndose en un RL débil, con escasos o nulos efectos téxicos y que en

algunos casos como la vitamina E, pueden regenerarse a su forma primitiva por

la accién de otros antioxidantes. Tienen diferentes mecanismos de accién; unos

impiden Ia formacién de los RL ylo especies reactivas (sistema de prevencién),

otros inhiben Ia accién de los RL (sistema barredor) y otros favorecen la

reparacién y la reconstitucién de las estructuras biolégicas da}401adas(sistema de

reparacién). Cada antioxidante posee una a}401nidadhacia un determinado radical
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Iibre o hacia varios, puede actuar en los diferentes procesos de la secuencia

oxidativa y tener mas de un mecanismo de accién.�035

2.4.1. Los productos naturales como los antioxidantes

La actividad antioxidante de los écidos fenolicos se debe principalmente a sus

propiedades redox, que les permiten actuar como agentes reductores,

donadones de hidrégeno y extintores de oxigeno. Ademés, aigunos écidos

fenélicos tienen un potencial de quelacién de metales.�035

Los resunados de estudios epidemiologicos y cienti}401cosmuestran que el factor

nutricional juega un papel importante en la prevencién de las consecuencias de

la actividad de los radicales libres en el organismo. Una dieta rica en

antioxidantes naturales puede in}402uirsigni}401cativamenteen el aumento de reactivo

potencial antioxidante del organismo y disminuir el riesgo de algunas

enfermedades de origen radicales libres. Se considera que un nivel adecuado

de antioxidantes suministrado en la dieta induce procesos inmunolégicos y

aumenta Ia capacidad defensiva de las células en forma adecuada.�035

2.4.2. Sistema de defensa antioxidante

El sistema de defensa antioxidante esta constituido por un grupo de sustancias

que al estar presente en concentraciones bajas con respecto ai sustrato

oxidable, retrasan o previenen signi}401cativamentela oxidacién de este. Como

sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas organicas o

inorgénicas que se encuentran en las células vivas, como proteinas. lipidos,

hidratos de carbono y las moléculas de ADN. Los antioxidantes impiden que

otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar mas répido con los radicales

libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que con el resto de las

moléculas presentes, en un determinado microambiente �024 membrana

plasmética, citosol, micleo o liquido extracelular. La accién del antioxidante es de

sacri}401ciode su propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas:

lipidos, proteinas, ADN, etc. funcionalmente vitaies o més imponantes. Su accién

la realizan tanto en medios hidro}401liooscomo hidrofébicos. Acttian como

eliminadoras, con el objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante a

favor de estos tiltimos. Los antioxidantes exégenos actiian como moléculas

suicidas, ya que se oxidan al neutralizar al radical Iibre, por lo que la reposicién

de ellos debe ser continua, mediante Ia ingestion de los nutrientes que los

contienen.�035
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Las reacciones de oxidacién son esenciales en los procesos metabélicos

celulares. Dichas reacciones involucran Ia transferencia de electrones que

producen RL. Esta situacién es incompatible con la vida, a menos que existan en

las células mecanismos de defensa que neutralicen Ios RL. A estas defensas se

Ies denomina antioxidantes y se considera como tal a cualquier sustancia que en

concentraciones nonnales posea una a}401nidadmayor que cualquier otra molécula

para interaccionar con un RL.�035

2.4.3. Clasi}401cacibnde los antioxidantes

Los antioxidantes se clasi}401canen endégenos, fabricados por la propia célula, y

exégenos, que ingresan en el organismo a través de la dieta 0 de suplementos

con formulaciones antioxidantes.�031°'2°

Antioxidantes exégenos: Son antioxidantes que provienen de la dieta, tales como

la vitamina E (a-tocoferol), la vitamina C (écido ascérbico), el [3 �024 carotene

(provitamina A). el cobre, el selenio, el zinc, el manganese, Ios polifenoles, Ios

Iicopenos, Ios écidos gélicos, los flavonoides, Ia quercetina, las catequinas y los

taninos.�035

Tabla 1. Clasificacién de antioxidantes.�035

 

 **}401EF�024

wtamina C Coenzima Q Zinc

Beta caroteno Acido tiéctioo Manganese

Flavonoides Enzimas: Hierro

Licopeno Superéxido dismutasa (SOD) selenio

Catalasa

Glutatién peroxidase
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Tabla 2. Clasi}401caciénde los antioxidantes segan el sitio de accién. 2°

Intraoelular Membrana Extraoelular

Superéxido dismutasa Vitamina E Ceruloplasmina

Catalasa Betacarotenos Transferinas

Peroxidasa Ubiquinol-10 Lactoferinas

DT-deafarasa Alb}402minas

GSH Haptoglobinas

Proteinas que ligan metales Vitamina C

SISTEMAS

ANTIOXIDANTES

PRIMARIOS sEcuNpAR1os TERCIARIOS

previerpenla �030 capturap radicales feparan

for_macu�030>nde libres �030 biomolécmas

radicales libres

vutamlna enzimas

. . d d

ENZIMAS V"a"�034"aC XE?:,Tar3{:?naes
I carotene Iiidos

superéxido glutatién

dismutasa catalasa peroxidase

(SOD) (GSHPX)

°°fa°�030°'°s cofactor cofactor

°"_b'° hierro selenio
zinc

manganese

Figura 4. Sistemas antioxidantes.�035

2.5. compuestos fenélicos

Son gmpo de sustancias que poseen en com}401nun anillo aromético con una o

més sustituyentes hidroxilos y que ocurren frecuentemente como glicésidos,

combinado con unidades de az}401car.Son relativamente polares y tienden a ser

solubles en agua.�034
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Las estructuras fenélicas son metabolitos secundarios que pueden proceder de

la ruta del écido shikimico o de ruta aoetato. 25

- Proceden de la ruta del écido shikimico: fenoles sencillo, écidos fenélicos

(benzoicos, cinémicos, etc.), cumarinas, lignanos, }402avonoides,antocianinas y

taninos.

o Proceden de la ruta de los acetatos o ruta dei écido mevalénico, los

siguientes derivados fenélicos: antraquinonas y heterésidos antracénicos.

Los compuestos fenélicos en las plantas se reconooen como compuestos

imporlantes que con}401ereneslabilidad frente a la oxidacién. Los compuestos

fenélicos antioxidantes naturales puede ser: un grupo lipo}401lo,tocoferoles y un

grupo hidréfilo, incluyendo fenoles simples, écidos fenolicos, }402avonoidesy

taninos. A pesar de que los quimicos han elucidado las estmcturas de miles de

compuestos fenélicos, todavia hay muchos compuestos que aun no han sido

completamente caracterizados y se les conoce como extractos fenélicos. Los

}402avonoides,taninos y écidos fenélicos son los principales compuestos

fen6licos.25

Los compuestos fenélicos son un amplio grupo de sustancias con diferentes

estructuras quimicas y actividad, son constituyentes importantes de las plantas y

que a su vez Ies otorga m}402ltiplesefectos bené}401cos.Estén presentes

generalmente en forma de glucosidos en los extractos de las frutas, hierbas,

vegetales, cereales y otros maleriales de plantas n'cos en polifenoles lo que ha

permitido su utilizacién por la industn�031aalimentaria no solo por las caracteristicas

organolépticas que le con}401erena las frutas y verduras sino que retardan Ia

oxidacion de los lipidos y mejoran la calidad nutricional de los alimentos. En

adicion a este, los polifenoles presentan una amplia gama de actividades

biolégicas, incluyendo Ia actividad anticancerigena, antiin}402amatona,

antihipertensiva. estrogénica, antioxidante y efectos protectores contra

enfermedades cardiovasculares. Especialmente estos componentes pueden

ejercer efecto antioxidante como el secuestro de radicales libres, donan

moléculas de hidrégeno, barren moléculas de superéxido, quelan metales de

transicion; estas propiedades son atribuidas principalmente a! grupo hidroxilo

presente en su anillo bencénico.�035

Los compuestos fenolicos son metabolites esenciales para el crecimienlo y

reproduccion de las plantas y actuan como agentes proiectores frente a
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patégenos, siendo secretados oomo mecanismo de defensa a condiciones de

estrés, tales como infecciones, radiacibn UV, entre otros. Esta sintesis se da a

partir de la fenilalanina por la via del shikimalo. Juegan un rol vital en las plantas

y regulan el metabolismo y sintesis de la lignina, por lo que las plantas presentan

un gran mimero de componentes fenélicos (}402avanoles.}402avonoles,chalconas,

}402avonas,flavanonas, iso}402avonas,taninos, écidos fenolicos, cumarinas, lignanos,

etc). Los compuestos fenélicos son un gran grupo de antioxidantes naturales.�035

Los fenoles sencillos son poco frecuentes y estén en !a planta en fonna de

heterésidos. Los écidos fenélioos se pueden clasi}401caren derivados del écido

benzoico y derivados de écido cinémico.�035

2.5.1. Acidos fenblicos.

Compuestos orgénicos que poseen como minimo un hidréxido fenélico. Son

principalmente derivados del écido benzoico, y de écido cinémico con

propiedades quimicas y analiticas diferentes y de interés farmacolégico Iimitado

desde un punto de vista }401siolégicoy terapéutico. Sin embargo, los arbutésidos

presentan propiedades antisépticas, los derivados salicilicos presentan

propiedades anti-in}402amatorias,los ésteres heterosidicos pueden presentar

interés como inhibidores enziméticos, antimioéticos y antibacten'amos.2° .

2.5.2. Flavonoides

Los }402avonoidesson fenoles de tipo dian�030|-propano(Ar-C3-Ar) unidos, Ia mayoria.

a una cadena de azucar.�035

Los }402avonoidesestén compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados

mediante un anillo pirano (C). Lo cual deja un esqueleto de difenilpiranos: C6-

C3-C6, com}402nen la mayoria de los }402avonoides.Y gracias a las variaciones del

pirano se logran clasi}401car.Las plantas supen'ores sintetizan una amplia variedad

de compuestos fenélicos durante su cnecimiento y desarrollo, entre ellos, Ios

}402avonoides.Estos compuestos, productos de la ruta biosintética del écido

fenilpropanoico, intervienen en los vegetales en la formacién de pigmentos, en la

proteccién frente a la radiacién ultravioleta, en la defensa durante la interaccién

planta-patégeno y posiblemente, modi}401candoIa accién de distintas honnonas

vegelales (auxinas y citoquinas).5
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Figura 5. 2-fenilbenzopirona, n}401cleobasico de los }402avonoides."

Los }402avonoidescomprenden un grupo de compuestos polifenélicos ampliamente

distribuidos en las frutas y en los vegetales, asi como en el té negro, el café, Ia

cocoa, Ia cerveza y el vino rojo?

Los }402avonoidesestén ampliamente extendidos en todo el reino vegetal

constituyendo la mayoria de los pigmentos amarillos (flavonas, }402avonoles,

chalcona, auronas). rojas y azules (antocianos) de flores y algunos frutos.5

Son panicularmente abundantes en las plantas vasculares. Destacan las familias

Asteraceae, Rutaoeae, Fabaceae, Umbelliferae, Lamiaceae, entre otras, por el

contenido y diversidad estructura] de flavonoides que existen en e|Ias.5

2.5.2.1. Propiedades farmacolégicas

Poseen propiedades terapéuticas como: antioxidantes, antiin}402amatonas,

anlitrombéticas, antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales, antiasmé}401case

inhibidoras de enzimas. Entre todas, las propiedades biolégicas de mayor interés

han sido sus efectos antioxidantes, los cuales han sido realizados un sin n}402meno

de estudios principalmente de oorte clinico y nutricional, teniendo en cuenta que

a menudo dosis fannacolégicas de antioxidantes dietéticos oom}402nmente

recomendados en todo el mundo, como es el caso de las oombinaoiones

vitaminicas (vitamina E més vitamina C y B - caroteno), no producen los efectos

esperados o estos resultan da}401inos,por lo que para Iograr una mejor accién

antioxidante se pre}401ereincluir en la dieta una mezcla de }402avonoidesy taninos.�035

Asi mismo protectores de la pared vascular o capilar, antiradicales libres,

antiespasmédicos, antihemorrégico, antihepatotéxioo, diuréticos y anti fungicos.�035

Los }402avonoides,en general, no parecen ser téxioos. Consumidos en la dieta

habitual en cantidades apreciables (alrededor de un gramo diario, por término

medio) podrian proporcionar a nuestro organismo en niveles significativos para

17



ejercer algunas acciones farmacolégicas de la amplia gama que poseen. Con el

}401nde estudiar la posible asociacién entre el consumo de }402avonoidescon la dieta

y la potencial reduccién de la morbilidad y monalidad coronaria, se ha llevado a

cabo un estudio de cohorte con 5133 pacientes, durante més de veinte a}401os.El

anélisis estadistico de los datos han permitido detenninar una relacién inversa

entre la ingestién de }402avonoidesy mortalidad por enfennedad coronan'a, lo que

podria deberse a que el efecto antioxidante de los }402avonoidesejerza una

proteccién de las Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL), previniendo o

retrasando el desarrollo de la aterosclerosis.5

2.5.2.2. Relacién estmctura actividad antioxidante '

Con respecto a su estructura. Ios }402avonoidescon sustituyentes dihidroxilicos en

posiciones 3' y 4' en el anillo B se muestran ma's activos como antioxidantes y

es potenciado este efecto por la presencia de un doble enlace entre los carbonos

2 y 3, un grupo OH Iibre en la posicién 3 y un grupo carbonilo en la posicién >4.

Ademés, las agliconas se muestran més potentes en sus acciones

antilipoperoxidativas que sus correspondientes gIicésidos.29

2.5.3. Taninos

Estén constituidos por una amplia gama de plantas estudiadas que contienen

estos metabolitos, poseen compuesto hidrosolubles con estructura polifenélicos,

capaces de precipitar cienas macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosas,

gelatinas). Esta capacidad para precipitar es la base de sus dos propiedades

principales: su capacidad de curtir la piel y su poder astringente.�035

Sus propiedades més conocidas y avaladas por la experimentacién son debido a

su capacidad para formar complejos con varias sustancias; pero ademés su

actividad antioxidante, basada en la captura de radicales Iibre. Utilizados desde

la antiguedad por su propiedad astringente en uso intemo y extemo.5

2.5.4. Lignanos

Los Iignanos constituyen un grupo de productos naturales ampliamente

distribuidos en el reino vegetal, cuyas unidades estructurales son biosintetizadas

a través de la ruta de écido sikimico. Posee la caracteristica oom}402nfonnada por

dos unidades de fenilpropano enlazado por el étomo central de sus cadenas

laterales. 2

18



Estos compuestos estén presentes desde bn'6f'|tos y helechos hasta plantas

superiores donde desempe}401animportantes funciones farmacolégicas, entre ellos

los de tipo defensivo.

Tienen dos tipos de Iignanos los simples y ciclolignanos, Ios primeros presentan

una unién carbono- carbono a través de la posicién 8 y 8' de sus cadenas

laterales, entre la variedad de estos compuestos se tiene oomo: el acido

guayarético, dibencilbutano, Iignanéiidos, epoxilignanos, burserano, etc. Y Ios

ciclolignanos resultan de la formacién de otro enlace adicional carbono �024

carbono lo que da Iugar a un nuevo anillo, entre ellos se tiene a: megafona,

alcohol dehidrocoferilico, magnolol, isomagnolol, etc.°°

2.6. Bioactividad en Artemia salina

Uno de los biomodelos mas utilizados en las etapas preliminares de la

investigacién }401toquimica,es el bioensayo de letalidad frente a Artemia Saline�031.

Desarrollada en 1982 por Meyer y Col. El procedimiento consiste en exponer

compuestos activos y lo extractos de plantas a nauplios de Artemia salina, para

deterrninar valores de concentracién letal 50 (CL50), expresada en g/ml. Sin

embargo, Ios valores obtenidos de CL50, no advienen una actividad }401siolégicao

biolégica en particular; son indicadores de toxicidad a nivel celular que pueden

orientar investigaciones mas especi}401cas. -

La toxicidad en vivo de un organismo animal puede usarse como método

conveniente para el seguimiento y fraccionamiento en la b}402squedade nuevas

productos naturales bioactivos.

Este bioensayo es aplicable a compuestos con estmcturas y modos de actividad

diversos, lo que Ie otorga la caracteristica de ser de amplio espectro, que sea

usado como método de analisis para detectar residuos de pesticidas,

micotoxinas, anestésicos y compuestos de tipo morfinico entre otros.�034

2.6.1. Actividad Toxicolégica

Uno de los aspectos imponantes para la evaluacién de la actividad toxicolégica

es la relacién entre la concentracién de un compuesto quimico a la cua! se

expone un organismo y el consecuente efecto nocivo que Ie produce. Esta

relacién, conocida como relacién dosis-respuesta, constituye entonces la base

para la evaluacién del peligro y el riesgo generado por las sustancias quimicas

en el medio donde se encuentren las muestras biolégicas. La actividad biolégica

es la capacidad que tiene el material de interactuar quimicamente con los tejidos
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del organismo, es una expresién que describe Ios efectos bene}401ciosaso nocivos

de una droga o extracto en organismos vivos. Tanto las investigaciones

biolégicas bésicas como las investigaciones es aplicadas, han determinado

muchos adelantos imponantes de la ciencia médica. Por eso resulta

indispensable seguir realizando investigaciones en ambas clases con el }401nde

descubrir las causas, mecanismos, prevencién y tratamiento de enfennedades

que aun no son bien conocidas por el hombre, asi como para probar la e}401caciae

inocuidad de muchos de los principios activos utilizados en medicina humana y

veterinaria, y en general para avanzar en el conocimiento biolégicof�035

2.6.2. Concentracién Letal Media (CL 5.)

La CL5O se utiliza para enoontrar umbrales de toxicidad para deterrninadas

sustancias. En la investigacién }401toquimicabaséndose del principio de la

farmacologia, se da la toxicologia a bajas concentraciones y altas

concentraciones Ia cual se puede correlacionar Ia bioactividad con el valor de la

DL5o y al mismo tiempo su grado de toxicidad. La determinacién de la DL5o

requiere de la estadistica, para lo cual es necesario transformar los valores de

respuesta obtenidos en unidades Anglit,Logit o Probil y las dosis suministradas

en unidades logaritmicas oonocidas como dosis metamétricas. Existen algunos

programas especializados que realizan este tipo de célculos autométicamente,

pero su con}401abilidaddepende de la persona o institucién que los haya

desamollado. El periodo de tiempo durante el cual se expone el estimulo debe

ser veri}401cado,por ejemplo, 24 horas, esto con el }401nde comparar y estimar Ia

potencia relativa del estimulo. Como organismo de pmeba se puede utilizar

Anemia salina.�035

20



m. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién

El presente trabajo de investigacién se realizé en los laboratorios del Area de

Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de

San Cristébal de Huamanga, durante los meses de febrero a julio de 2015.

3.2. Definicién de la poblacién y muestra

3.2.1 Poblacién

Hojas de la especie Pearcea hypocyrti}402ora(Hook.f.) Regel "céncer ccora�035,esta

es una planta silvestre con sustancias quimicas con gran utilidad en la medicina

natural. Siendo usada por los pobladores de la zona y lugares aleda}401osa la

selva central (VRAEM) colindando con el depanamento de Cusco. sin tener en

conocimiento que probablemente pueda causar algunos efectos secundarios en

su salud, por consumo indiscriminado, por ello el estudio cienti}401code esta

planta nos sirve para conocer y realizzar Ios bioensayos loxicolégicos

neoesa}401os.

3.2.2 Muestra

Constituyé 500 g de hojas secas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel

"céncer ccora�035de la poblacién de distrito de Kimbiri que pertenece a la provincia

de la Concepcion, departamenlo de Cusco.

3.2.2.1. Tipo de muestreo.

Se usé un sistema de muestreo no probabilistico por la inacoesibilidad de esta

planta, Ia cual se encontro en pe}401ascosy en la profundidad de la selva.

3.2.2.2. Unidad de anélisis

compuestos fenolicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.)

Regel "cén cer ccora"

21



3.3. Dise}401ometodolégico para la recoleccién de datos

3.3.1. Recoleccién de muestra

Las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "cancer ocora", fueron

recolectadas en horas de la ma}401ana,en buen estado de conservacién, durante

el mes de agosto, Iuego fueron Iimpiadas, secadas y guardadas en bolsas de

tela de color oscuro.�035

Con una parte de la planta se procedié a la identi}401caciénbotanica por los

especialistas del Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias

Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

encargada por la biéloga Laura Aucasime Medina.

3.3.2. Preparacién de muestra

La planta recolectada fue trasladada a los Laboratories del Area de Farmacia de

la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga y fue desecado a

temperatura ambiente, posterionnente fue pulverizada utilizando un molino de

cuchillas, para obtener un polvo seco que fue almaoenéndose en frascos ambar.

3.3.3. Extraccién de compuestos fenélicos

Para el aislamiento de compuestos fenélicos se consideré pn�030merohacer una

extraccién hidroalcohélica con etanol al 80% con doble extraccién, evaporacién a

sequedad del extracto, desengrasado con éter de petréleo con la }401nalidadde

eliminar grasas. ceras_ pigmentos y otros metabolites que puedan interferir con la

extraccién de compuestos fenélicos.

Extraccién liquido-liquido con acetato de eti|o utiiizando un embudo de

separacién, para recuperar }401nalmenteIa fraccién de acetato de. etilo y evaporarla

a sequedad.�034(ANEXO 2)

3.3.4. Ensayo }401toquimicocualitativo al extracto hidroalcohélico

La caracterizacién }401toquimicase basé en el agrupamiento de metabolitos

estructuralmente semejantes, para idenfr}401canospor su comportamiento quimico

frente a reacciones estandarizadas. Se realizaron las pruebas de coloracién y

precipitacién}401�0303"

3.4. ldenti}401cacibn V

3.4.1. Cromatogra}401aen capa }401na(CCF)

Las soluciones esténdares que se emplearon fueron: Vitamina C, acido salicilico,

quercetina, rutina y el écido tanico de 0,2 mg/ml.
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Sistema cromatogré}401co

Fase estacionaria: placa de cromalogra}401a20 x 20 conteniendo Silicagel G 254

(Merck). .

Fase m6vil: butanol: écido: acético: agua (4:1:5).2°

Volumen de inyecciénz 20 pl.

Revelador: luz ultravioleta (CAMAG 366 �024254 nm), amoniaco y cloruro férrico.

3.4.2. Prueba espectral

Preparacién de las soluciones esténdares

Solucién esténdar es écido ténico en metanol a concentracién de 0,2 mg/ml.

Preparacién de solucién de la muestra

Los extractos de cada una de las fracciones se disolvieron en metanol en una

}401olade 50 ml.

Sistema espectrofotométrico: Equipo Génesis 6

Celdaz Cuarzo de 1 cm.

Longitud de onda: 200 nm a 500 nm.

Blanca: Metanol.

Se registraron los espectros e identi}401caronlos méximos picos de absorcién en

comparacién con el espectro del esléndar.

3.5. Determinacién de la actividad antioxidante .

3.5.1. Método de la actividad secuestradora del radical 1,1-difeniI-2-

picrilhidrazilo (DPPH)

Fundamento V

Uno de los métodos para determinar la capacidad antioxidante es aquel que

emplea al radical DPPH, el cual por su estabilidad es destruido solamente por

antioxidantes, de tal manera que el mejor compuesto destmctor del DPPH seré

el mejor antioxidante.�030

La técnica empleada de DPPH consiste en que este radical tiene un eiectrén

desapareado y es de color azul - violeta, decoloréndose hacia amarillo pélido por

reaccién con una sustancia antioxidante; la absorbancia es medida

espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de absorbancias, permite

obtener el porcentaje de captacibn de radical libres.�034

Existen muchos métodos para evaluar la actividad antioxidante en fuentes

vegetales, como plantas medicinales y alimentos. Uno de ellos es el método de
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neutralizacién del radical Iibre 2,2 �024difenil picrilhidracil (DPPH). El radical Iibre y

estable DPPH. es una sustancia que mide Ia capacidad de secuestro de

cualquier compuesto con actividad antioxidativa.�035

La solucién de reactive DPPH es de color violeta y presenta una absorbancia a

517 nm. La reaccién consiste en la sustraccién de un étomo de hidrégeno

proviene de un donador (compuesto puro o extracto) por el radical Iibre DPPH,

desarrollando un cambio de color violeta a amarrillo a medida que disminuye Ia

concentracién de radicales libres; el que se lee en el espectrofotémetro después

de 20 a treinta minutos de reacci6n.�0307'°

La reaccién entre la sustancia a evaluar y ei DPPH se observa en la siguiente

}401gura6.

No, <;> N92 <3

o,~ ~Ln + FIOH _... °zN Ew + FIO

N02 %3 N02 %3

Flavonoide

DPPH (p}401rpura) Flavonoide DPPH (amarillo) Ffie.':1r<'1(iJc):(}401|

Figura 6. Reaccién de reduccién del DPPH.

Procedimiento

I Una solucibn metanélica de DPPH de 20 mgll.

- Una solucién metanélica de compuestos fenélicos de las hojas de Pearcea

hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "cancer ccora" de 300 pg /ml (sol. A).

I Un blanco con metanol: agua (2:1) para ajustar el espectrofotémetro a oero.

- Un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra (sol. A) y 1.5 ml de metanol.

- Un patrén de referencia (esténdar) con 1,5 ml de DPPH y 0.75 ml de agua

destilada.

- La muestra con 0.75 ml de solucién A y 1,5 ml de DPPH obteniéndose una

conoentracion }401nalde 100 pg/ml, se dejé a temperatura ambiente por cinco

minutos y se realizé la Iectura a 517 nm en el espectrofotémetro.
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I Se diluyé Ia solucién A (2) con metanol en una proporcién de 1:1 (sol. B) para

obtener una concentracién }401nalde 50 pg/ml y Iuego en una proporcién de 1: 9

(sol. C) para obtener una concentracién }401nalde 10 pg/ml.

- Con las soluciones B y C se procedié igual que en el caso anterior.

Célculos: V

Ac

Donde:

Ac: Absorbancia del control DPPH

Am: Absorbancia de la muestra '

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra

AA: Actividad Antioxidante

3.6. Bioensayos de toxicidad en Artemia salina '

3.6.1. Fundamento

Se basa en la exposicién de este crustéceo que se encuentra en el agua de mar

ani}401cial,con soluciones en pg/ml del extracto hidroalcoholico obtenido, todo ello

para detenninar el mimero de crustéceos vivos por cada dilucién en 24 y 48

horas de exposicién.

3.6.2. Protocolo experimental

Se tomb como referencia el método propuesto por CYTED (1995) el cual se

reaiizé en varias jomadas.

Dia: 1

- Separe las cubetas de pléstico o vidrio en dos compartimientos uno

totalmente oscuro y el otro con luz arti}401cialpermanente.

o Se preparé el agua de mar (3.8 g de sal de mar comercial) en 100 ml de

agua destilada y que Iuego se procede a }401ltrar.

- Posterionnente se oolocé 150 huevos de Artemia salina en una cubeta

preparada (zona oscura) conteniendo 1000 ml de agua de mar arti}401cial.
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Diaz 2

- En un matraz Erlenmeyer que contiene agua de mar anificlal se trans}401riéla

mayor cantidad de nauplios vivos.

Dla: 3 .

- Se disolvié 20 mg de compuestos fenélicos de las hojas de Pearcea

hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel �035cancercoora" en 2 ml de de agua destilada.

A partir de esta solucién se prepararon tres disoluciones de 1000, 100 y 10

ppm (ppm=1mgIl) para ello.

- Se trans}401rié500 pl de la solucién en tres tubos

o Se trans}401rié50 pl de la solucién en tres tubos

- Se trans}401rié5 pl de la solucibn en tres tubos

o A cada uno de los tubos de ensayo que contenia 500 pl de la solucién se

agregé 10 nauplios del crustéceo y Iuego se completé con 4500 pl de agua

de mar arti}401cialfresca para completar un volumen total de 5 ml. _

o A cada uno de los tres tubos de ensayo que contenian 5 pl de la solucién se

le agregé 10 nauplios del cmsléceo y Iuego se complelé 4995 pl de agua de

mar arti}401cialfresca para oompletar un volumen total de 5 ml.

o Para el grupo control se usé nueve tubos de. ensayo (ires lubos para cada

concenlracién) a los que se a}401adié5 ml de agua de mar ani}401cialfresca y 10

nauplios de Artemia salina.

Tabla 3. Clasi}401caciénde toxicidad seg}402nCYTED3""°

ll
Ill
Ill

26



3.7. Anélisis de datos

Los resultados de la actividad antioxidante fueron organizados en tablas y una

matriz para calcular la media y la desviacién esténdar. La signi}401cancia

estadistica fue determinado mediante el Anélisis de Varianza (ANOVA) a un nivel

de con}401anzadel 95% (p<0,05).

Para encontrar la toxicidad (CL5o) se utilizé el programa Probits.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 4. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico de las

hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook.f.) Regel �034céncercoora". Laboratorio de ,

farmacognosia de farmacia y bioquimica, junio de 2015

Metabolites
. Ensayos Resultados Observaciones

secundanos

Dragendorff ++ Preoipitado naranja

Alcaloides Mayer + Precipitado naranja

Wagner +++ Precipitado rojo-vino

_ Lieberman �024 Coloraoién verde

Tnterpenos ylo ++

. Burchard oscuro

esteroides

�030 Carbonate de sodio Coloracién verde
Catequnna ++ _

+ luz UV carmelita a luz UV

Resinas H20 destilada + Precipilado

Azucares _ _ �030 _
Fehlxng + Precnpntado |'O]0 �024vino

redudores

saponinas Espuma ++ Formacién de espuma

Compuestos , _, _
. Cloruro fern'co al 1% + Coloraaon rojo-vino

fenéhoos

Flavonoides Shinoda +++ Coloracién rojo-vino

Antocianinas Rvo. Antocianinas +++ Coloracién rojo - vino

Leyenda:

(-) : Ausente _

(+) : Pooo

(++) : Moderado .

(+++) 1 Abundante
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Tabla 5. Coloracién y }402uorescenciade los compuestos fenélicos aislados de las

hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook.f.) Regel �034céncerccora" con los

esténdares. Laboratories de toxicologia de farmacia y bioquimica, julio de 2015

_ Cloruro Fluorescencia al ultravioleta

Visualazacién j_._______._._.__.________
compuestos _ férrico

visible Sin NH; Con NH3
al 1%

Mancha Marrén P}402rpura- mar Fluorescencia

Cancer ocora , _ _ , .
marron oscuro mancha I'O]O vino purpura - I'O]O

�031 Mancha Marrén _ _ _ _
Rutuna Purpura mar bajo Amamllo bajo

marrén oscuro

_ Mancha Mancha _ , Se intensi}401caIa

Queroetlna _ Amamllo ba;o _
marrén bajo turquesa fluorescencua.

_ , Se intensi}401cala
Acido ténico Linea man'6n Azul oscuro Linea oscura _

}402uorescencxa.

. _ I Verde bajo lntensi}401caIa
Ac. Sahcmco Incoloro vnoleta _

}402uorescente }402uorescenaa

Mancha Verde Se intensi}401caIa

Ac. Ascérbioo Incoloro _

verde }402uorescente }402uoresoencua.
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Figura 7. Porcentaje de captacién de radicales libres DPPH por parte de

compuestos fenélicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.)

Regel �034céncerccora". En comparacién de los esténdares vitamina C y écido

caféico. Laboratorio de toxicologia junio de 2015
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Figura 8. Porcentaje de actividad secuestradora de radical Iibre de DPPH por

efecto de los compuestos fenélicos aislados de hojas de Pearcea hypocyrti}402ora

(Hook. f.) Regel "céncer ccora", en comparacién con vitamina C y écido caféico.

Laboratorio de toxicologia junio de 2015

33



X

90

E0

70

G0

50 v

«J ~

30 0

20

�030I0 '

0 0.13 1020.43 797727535 623824

Dosis de céncer ccora concentracién (pg! ml)

Figura 9. Representacién gré}401cade la prueba de probil para determinacién de la

Concentracién Leta! media (CL5o) de los compuestos fenélicos aislados de hojas

de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "céncer ccora". Laboratorio de
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v. DISCUSION

En el presente trabajo se demostré que el extracto o compuestos fenélicos

obtenidos de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "cancer ccora�035,

presentan actividad antioxidante, Ios cuales son los responsables de las

actividades farmacolégicas.

Para Ia extraccién de los diversos metabolitos se realizé extraccién liquido �024

liquido donde se utilizé diferentes solventes: el éter de petréleo con la }401nalidad

de eliminar las grasas, ceras, pigmento y otros metabolitos, la segunda

extraccién con cloroformo que tiene como }401nalidadextraer a los terpenos y

sesquiterpenos, Ia tercera extraccién con acetato de etilo que tiene la finalidad

de extraer compuestos fen6licos.35

En las Tabla 4, 5 y Anexo 7, el tamizaje }401toquimicodel extracto etanélico y las

fracciones aisladas es desarrollado seg}402nla técnica de Lock de Ugaz�030y

Miranda�035por el cual, reponan la presencia de taninos ylo fenoles, }402avonoides,

Iactonas y/o cuman'nas. saponinas, triterpenos y/o esteroides, catequinas,

antocianinas, az}402caresreductores y alcaloides; estos metabolitos estén

presentes en las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "céncer ccora"

siguiendo los procedimientos indicados por Lock de Ugaz�035y Miranda.�035

El ensayo cualitativo para detectar Ios taninos son cloruro férrico al 1 por ciento:

para taninos hidrolizables es precipitado rojo - vino. Compuestos fenélicos en

general y taninos condensados es precipitado verde y con la solucién de gelatina

(clara de huevo) fonna precipitado carac1eristico.25' 35 Por Io tanto, el extracto

etanélico de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel �035céncerocora�035

presentan compuestos fenélicos en general (Tabla 4 y 5, Anexo 7).

Los taninos estén constituidos por un amplio grupo de compuestos hidrosotubles

con estructuras polifenélicos, capaces de precipitar ciertas macromoléculas

(proteinas, oetulosas, gelatinas). Esta capacidad para precipitarlas es la base de

sus propiedades principales: cunir Ia piel y su poder astn'ngente.35
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Mediante ensayos cromatogré}401caspreliminares, se con}401rméla presencia de

compuestos fenélicos observéndose manchas con luz ultravioleta (CAMAG) 210

nm y asi mismo reveléndose con FeCl3 al 1 por ciento para estos compuestos.

Los compuestos fenélicos fueron detectados en el extracto etanélico. Las

manchas caracterizadas fueron: Azul �024turquesa y la clorofila, por la

}402uorescenciaroja caracteristica.�0303�030(Anexo 10 y 12).

Segan Lock de Ugaz�035Ia deteccién de los flavonoides por cromatogra}402ade

papel y capa delgada pueden hacerse por el color que desarrollan en lacamara

de luz ultravioleta, apareciendo como manchas }402uorescentesazules, msadas,

naranjas, p}401rpurasy otra, las cuales se intensi}401cano cambian de fluorescencia

Iuego de su exposicion a vapores de amoniaco, cual se pudo apreciar en la parte

experimental (Tabla 5 y Anexo 1o, 12)?-"

Los }402avonoidesresultantes en la ftaccion de acetato de etilo fueron aislados y

puri}401cadosmediante cromatogra}401aen capa }401naa escala preparaliva, las

manchas caracterizadas fueron recuperados del silicagel con metanol,

logréndose aislar dos fracciones.�035Por Ia concentracién minima de los

compuestos fenélicos no se muestran cuwas bien de}401nidas,las estmcturas

quimicas de los compuestos fenélicos aisladas por la oromatografia fueron

elucidadas mediante correlaciones quimicas con los datos obtenidos por

espectro ultravioleta en metanol y por oomparacién con espectros dados en la

literature por Mabry." sugiriéndose como una estructura de los écidos fenélicos

(Anexo 17).

Los espectros de los }402avonoidesson determinados usualmente en solucién

melanélica. El espectro tipicamente consiste en dos méximos de absorcién en

los rangos de 240 �024285 nm (banda ll, BII) y 300 - 550 nm (banda I, Bl). Podria

indicarse como caracteristica que en dihidro}402avonas,dihidro}402avonolese

iso}402avonasla banda I es de baja intensidad (més baja de la banda II)?

Las }402avonasy }402avonolesmuestran dos bandas de}401nidas:La banda I, de mayor

I Iongitud de onda en el rango 300-390 nm asociada con la funcionalidad

cinamoilo, y la banda ll, entre 250-280 nm debida al anillo aromético a

(funcionalidad benzoilo), aunque a veces se observan otras bandas de

absorcién. La posicién de la banda I depende del tipo de }402avonoide:las }402avonas

se muestran en 310-350 nm. Ios }402avonoles3-OH-sustituidos en 330-360 nm, y

los }402avonolesen 350-385 nm.�034'39.Espectrofotométricamente observamos que

cada extracto posee diferente Iongitud de onda, en la cmmatografia realizada se
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encontré dos coloraciones con las cuales se hizo el respective anélisis y se

extrajo Ia curva espectral y se encontré dos coloraciones, una coloracién

}402uorescenciaAzul �024Turquesa y la otra, }402uorescenciaroja. La primera

fluorescencia Azul �024Turquesa muestra Iongitud de onda: 210 y 275 nm y la

segunda coloracién }402uorescenciaroja muestran longitud de onda: 205 nm, Io

cual se puede atribuir en ambos casos que se trata de écidos fenélicos por la

semejanza en algunas caracteristicas como la coloracién en luz UV (C/S NH3) y

gra}401caespectral (Anexo 17).

Para Ia deteccién de la actividad antioxidante fue necesario elegir el método que

nos pennita Ia rapidez Ia precisién, la exactitud, por ello se eligié el método de

neutralizacién del radical Iibre DPPH, el cual permite estimar la capacidad de

captacién de radicales libres por antioxidantes fenélicos principalmente.�030

Existen una variedad de métodos para evaluar propiedades antioxidantes el cual

estén agrupados como: sustrato diana, este es uno de los primeros métodos

para medir Ia propiedad antioxidante que se basaron a la proteocién frente a la

oxidacién de lipidos, solo detectan estados avanzados de da}401ooxidativo,

usando como dianas a proteinas y por su sensibilidad permite evaluar Ios pasos

iniciales del proceso oxidativo; el de especies reactivas son sustancias ajenas a

los organismos como el DPPH y el ABTS, y estos actaan a la quelacién de los

radicales libres, son més importantes a nivel fisioiégico por que se evalda a los

hidroxilos o peroxilos; Otro método es la polaridad de interferencias, Ia produce

interacciones con los radicales libres con los compuestos antioxidantes Ia

de}401cienciade este método es si existe diferencias entre la concentraciones

molares, estos métodos muestran mayor sensibilidad y especi}401cidad;existen

otros métodos de identi}401caciény captacién de radicales, sin embargo Ios

mencionados son los mas conocidos.3�030"�031

La actividad antioxidante se evalué utilizando el método de capiacién del radical

Iibre 1.1- difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), donde se observé que los compuestos

fenélicos presentes en el extracto de acetato de etilo mostraron actividad

antioxidante dependiente de la concentracién, pero mostraron algunas

diferencias cuando se compara con la vitamina C y el écido caféico tal como se

muestra en sus respectivas pruebas estadisticas (gré}401co7, 8 y Anexo 8, 9, 13 y

14), el anélisis de varianza muestra que no existe diferencia signi}401cativaentre

los compuestos fenélicos de extracto aislado de la planta estudiada con los
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esténdares expuestos, es decir tiene una actividad antioxidante

comparativamente similar a la vitamina C y écido caféico (Anexo 14). �030

Se usé varios compuestos puros que sirvieron como esténdares como el écido

gélico que juega un papel muy importante en la conslltucién de los taninos

hidrolizables.5 la naturaleza quimica de los compuestos polifenoles es muy

heterogénea y engloba un amplio surlido de disposiciones estructurales Iibre a

conjugadas (eslructuras polifenélicas unidas a sustancias de distinta naturaleza).

Asi, los flavonoides son compuestos pollfenolicos que re}402ejanun gran n}402mero

de estas estrucluras. Los écidos fenélicos constituyen un ejemplo represenlallvo

de estructuras que estén asociadas con otras sustancias no necesariamente

polifenoles, en la naturaleza.�034los azucares reductores dan un precipitado de

color rojo |adn'llo al nealizar pmebas de Fehling. También los az}401caresreductores

son considerados antioxidantes.�035

Estudios recientes demostraron que cienos productos de las plantas como

}402avonoidesy taninos son sustancias antioxidantes naturales que tienen

normalmente una fraccién fenélica en su estructura molecular lo que atribuye un

gran poder destructor de radicales libres.�035

La capacidad antioxidante de los compuestos fenélicos depende de su estructura

molecular, la cual in}402uyeen la facilidad con la que un étomo de hidrogeno de un.

grupo hidroxilo aromético puede ser donado a un radical Iibre y en la habilidad

del fenol de soportar un electrén no apareado. La estructura O-dihidroxi en el

anillo B se considera determinante en la neutralizacién radical y/o el potencial

oxidativo.�035

Es asi que la fraccion de acetato de etilo de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora

(Hook. f.) Regel "ca'noer ccora" tuvo una actividad antioxidante de: 84,94%;

70.05%; 66,38% respectivamente a las concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/ml

y 10 pg/ml, eslo debido a que los diferentes solventes utilizados arrastraron

diferentes metabolitos que presentan actividad antioxidante, los més polares

como etanol para glicésidos o agliconas muy hidroxiladas, hasta menos polares

como éter y cloroformo para }402avonasallamente metoxiladas.�035' .

Es asi que los solventes utilizados para su extraccion son seleccionadas de

acuerdo con la polaridad de los }402avonoidesu otras sustancias como Ios écidos

fenélicos. Los glicésidos y las geninas més polares, tales como }402avonas

hldroxiladas, }402avonoles,auronas y chalconas son generalmente aislados a partlr

del material vegetal por extraccién con acetona, alcohol, agua o mezcla de éstos.
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Las geninas altamente metiladas (menos polares) son usualmente extraidas con

solventes tales como cloroformo, éter o acetato de etilo. 25

Asi como la satureja bnevicalix Epl. �034wayramu}401a"contiene propiedad

antioxidante en un 96,40%; 94.79%; 61.88% respectivamente a 1 las

concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/ml y 10 pg/ml.�031y la Cestmm auriculatum l_�031

Heritier "hierba santa�035es antioxidante como muestra en sus resultados 92,24%;

84,41%; 65,09%. Respectivamente a las concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/ml

y 10 pglmI.5 Por ello, con las diferencias observadas muestran que la satureja

brevicalix Epl. �034wayramu}401a�035tienen Iigeramente més actividad antioxidante que

la Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel �035céncerccora�035.Sin embargo,

estadisticamente son similares por tanto las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora

(Hook. f.) Regel �035ca'ncerccora�035,también tiene actividad antioxidante signi}401cativo.

En ios biomodelos més utilizados en las etapas preliminares de la investigacién

}401toquimica,es el bioensayo de Ietalidad frente a Anemia salina. (Desarrollada

en 1982 por Meyer y Col). El procedimiento oonsiste en exponer compuestos

activos ylo extractos de plantas a nauplios de Anfemia salina, para detenninar

valores de Concentracién Letal 50 (CL5o), y/o Dosis Letal 50 (DL50) expresada en

pg/ml. Sin embargo, Ios valores obtenidos de CL5o, no advienen una actividad

}401siolégicao biolégica en particular; son indicadores de toxicidad a nivel celular

que pueden orientar investigaciones més especi}401cas.�035

La toxicidad in vivo de un organismo animal puede usarse como método

conveniente para el seguimiento y fraccionamiento en la busqueda de nuevas

productos naturales bioactivos.

Este bioensayo es aplicable a compuestos oon estructuras y modos de actividad

diversos, lo que Ie otorga la caracteristica de ser de amplio espectro, que sea

usado como método de anélisis para detectar residues de pesticidas,

micotoxinas, anestésicos y compuestos de tipo mor}401nicoentre otros.�034

Por tanto el extracto de compuestos fenolicos aislados de hojas de Pearcea

hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "céncer ccora�035,se demostré la actividad citotéxica,

la cual muestra su Concentracién Letal 50 (CL50) en el bioensayo con Arremia

salina muestra CL54; de 1020,13 pgl ml y segdn el CYTED menciona que es

précticamente no téxico. (Tabla 3)
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VI. CONCLUSIONES

1. Los compuestos fenélicos aislados de hojas de Pearcea hypocyrti}402ora

(Hook. f.) Regel �034céncerccora". presentan actividad antioxidante.

2. Los metabolites secundarios en el extracto hidroalcohélico de las hojas de

Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel �034céncerccora" contienen: alcaloides,

triterpenos y/o esteroides, catequinas. resinas, az}402caresreductores

saponinas, compuestos fenélicos. }402avonoidesy antocianinas.

3. Los compuestos fenélicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora

(Hook. f�030)Regel "céncer ccora". presentan actividad antioxidante semejantes

a el écido ascérbico (vitamina C) y el écido caféico (p<0,05).

4. La CL5o de los compuestos fenélicos aislados de hojas de Pearcea

hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "ca�031ncerccora" fue 1020,43 pgl ml. y se

considera précticamente no téxico.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Proseguir con los estudios de la actividad antioxidante de compuestos

fenélicos aislados de hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel

"ca'n<:er ccora"puesto que demostré tener actividad antioxidante.

2. Aislar Ios compuestos fenélicos responsables de dicha actividad, por

métodos mas especi}401ooscomo por cromatografia Iiquida de alta e}401ciencia

(HPLC). resonancia magnética nuclear de protones RMN-H�030y resonancia

magnética nuclear de rbono 13 RMN-C�035.

3. Realizar estudios de toxicidad en ratas albinas para demostrar y comprobar

Ia Dosis Letal (DL) de los compuestos fenélicos aislados de hojas de

Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "céncer ccora".

4. Realizar estudios de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel

"céncer ccora" en ensayos con infusién y cocimiento.
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Anexo 1

Certi}401cadode la clasi}401caciéntaxonémica de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.)

Regel "céncer ccora". -

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE

CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN

$2,?�030, / CRISTOBAL DE HUAMANGA
at�034s

',l_ ' 1-:

C E R T I F I C A

Que. el Bach. en Farmacia y Bioquimica. Sr. Alcides Aron, OCHOA VARGAS

ha solicitado Ia identi}401caciénde una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasi}401cacion

de Cronquist, A. 1988. y es oomo sigue:

DMSION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : SCROPHULARIALES

FAMlLIA : GESNERIACEAE

GENERO : Pearcea

ESPECIE : Pearcea hypocyrthi}402ora(Hook.f.) RegeI..

N.V. : " cancer ccora"

Se expide Ia certificacién correspondiente a solicitud de la interesada

para los fines que estime conveniente. 1'

Ayacucho, 27 de Agosto del 2013

% �0302+

�030Bye..@W¢ #3., 4/

S0



Anexo 2

Flujograma de obtencién del extracto etanélico.

1 Kg de hojas de Pearcea hypocyrthi}402ora(Hook. E)

Regel"céncerlccora"

Residuo de �034céncerccora�035 Solucién hidroalcohélica 1

Solucién Hidroalcohélica

Fracudn _ Concentracién

Acetato de Enlo �030

Extracto Etanélico

Suspensién en H20 destilada

Desengrasado con

éter de Petr}401loo

Extrawién con

Aoetato de Etilo

' Prueba de Solubilidad

° Marcha Fitoquimica

Fraccién Acuosa
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Anexo 3

Tamizaje }401toquimicoseg}402nel modelo de Miranda (2002).

Metabolites Ensayos con Resultados

secundarios reactivas Observacién

Dragendorff Formacién de precipitado

Alcaloides Mayer blanco en todas las

Wagner reacciones.

Lactonas y Baljet Preoipitado o coloracién blanco

cumarinas

Flavonoides Shinoda Coloracién amarilla, naranja. carmelita o rojo-

vino en la fase amilica.

Catequinas Catequinas Coloradén verde carmelita a luz UV, indica un

ensayo positivo.

. saponinas Espuma Formacién de espuma en la super}401cie.

Azdcares Fehling Formacién de precipitado rojo-vino. �030

reductores

Compuestos Cloruro férrico Coloracién rojo - vino.

fenélicos

Aminas Ninhidrina Coloracién azul violéceo.

(aminoécidos)

Cardenélidos Kedde Coloradén rojo vino.

Resinas Resinas Formacién de precipitado
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Anexo 4

Recoleccién de la muestra. Kimbiri. Mano de 2015.

1 - I -\\ I �030

. �030\
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Anexo 5

Maceracién (extraocién hidroalcohélica de metabélioos) y concentracién del

extracto hidroaloohélico en el rotavapor. Laboratorios de farmacognosia junio de

2015

' _ ¢, '2 .

' " �030Q-2 Q I _ �030 v \. �024 Q.
, .a \

�024 -§ . ' �031_;�030.-,:r"::.;I;- \ �030

V "�030-:"�031~='¥§%I?}:"�0301C33..v»';�034:�031.�030�254�030:�030�030 �030,:

v

"u;.¢-j,.;;j.;l;_i'7? �030~�030°�030Jx"

' �034aw,V gg}401-.vv::r:*v�031

I / .

�031,r we

L »
» » 1:; / :

': a=§s:iT .x:a"*Iwx?~.g�030
�024�024 ~ twat: : :;».::

I .
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Anexo 6

Extraccién liquido �024liquido del extracto hidroalcoholico, y desengrasado con éter

de petréleo. Laboratorio de toxicologia.

V
H

.2: 1

15; §

. §i
at J _

> I �034A ' < ¢---u_:. \ H �024 >

I�030 V ->, ; ,: . 6

1' 4.". S g....-,: :�030 �030

. 5.7 �0315 �030P ~' 3
�0305. ....~ u- 5

V L» Nofocnr �030

" , . �030H?�024~ -�030;;�031~"*�030W ~--~«- tes7= .. \\�035"
- 5 T - �030I ~ (3.

_ - V. Caner Cw

%= \.  \.
v ...w~,.~....m «.. k �030;
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Anexo7

Tamizaje }401toquimicodel extracto hidroalcohélico. Dado en los ensayos

Laboratorio de farmacognosia

% n '
�030 "F ('9 V . i�030

' ' ,�030'1'._S,,,�030(�030__2"0�030_c;7.:0.it .

. �030 " �031v ' I

 I 35 * i
�030 , M _ 7 .4 .

Leyenda:

(1) Dragendorft

(2) Mayer,

(3)Wagner,

(4) Baljet,

(5) Lieberman �024Burchard,

(6) Resinas,

(7) Fehling,

(8)Espuma.

(9) Cloruro férrico al 1%,

(10) Shinoda,

(11)Kedde, .

(12) Antocianinas.
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Anexo8

Tubos de ensayo con la prueba de captacién de radical Iibre DPPH de los

compuestos fenélicos aislados.

;-' ' 2�030,.13 in » V ~ {�031T""b

ma: \ �030' ' "�030 V v
' : f �030 . H ,

, % * a , . Mg; ' ;:
""�030.¢..'=,~: �030 V. _ _

um: : �030 3- �030 J v:-;». .5: �030"I "�034�031."
» I" » �030 1 l 1 7 :-' ~ 4 ,

' A ' , . ,-«. _ -�030.

":"'�035 » _ e�0311,1?�034

".~.::j:: ; » �030 1
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Anexo 9

Sembrado, com'do y desarrollo de la placa cromatografia (Cromatogra}401aen

Capa Fina). Con sus respectivos esténdares Laboratorio de toxicologia agosto

de 2015

;<.m:

= _ �024 ' J __f'f7.�030-.'�035"

 3. --r ~- *~.-*3.» w
« ...- \O:" - .4» 1-

' ' '9: rm; �030«3...; ~
�030((9% W�030_�035_�034E.;�0341:» B�030�034W

* I ;3*:
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Anexo 10 '

Caracteristicas cromatogré}401casante luz ultravioleta con NH3 y esténdares: (

�030_._.1 �0241 ,,, 3�030

 «E

Leyenda:

1) Compuestos fenélicos de. �034céncerccora",

(2) Rutina,

(3) Quencetina,

(4) Aciuo ténico,

(5) Acido salicilico.

(6) écido ascérbico (vitamina C).
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Anexo 11

Coloracién y }402uorescenciade los esténdares revelados con cloruro férrico y luz

ultravioleta. Laboratorio de toxicologia junio de 2015

Cloruro Fluorescencia al ultravioleta

Wsualizacion  .

Esténdares _ _ férrico
vrsrble sin NH3 Con NH,

al 1%

Rutina Amarillo Negro Negro Manoha negra

, , , _ Se intensi}401cala
Queroetrna Amanuo Negro Marron, amanllo _

}402uorescencra.

, _ , . , Se intensi}401cala
Acrdo tanrco Café Purpura Negro .

}402uorescenora.

. < _ H Mancha �030 _ Aumenta
Acrdo salrculroo �031 Vnoléceo Verde amanllo �031

rncolora }402uorescenora

�030 Mancha Verde Se intensi}401cala

Wamrna C _ Negro _
rncolora fosforescente }402uorescenorar
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Anexo 12

Cromalografia en capa }401nade los compuestos fenélicos aislados y sus

respectivos esténdares revelados con clomro férrico al 1%.y se muestra de la

siguiente manera Laboratorio de toxicologia junio de 2015

s E     A  

.'|

Leyenda:

1) compuesto: fenéllcos de �034cancerccora",

(2) Rutina,

(3) Quercetlna,

(4) game tanico,

(5) Acido salicilico.

(6) écldo ascdrblco (vitamina C).
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Anexo 13 . ,

Porcentaje de captacién del radical Iibre DPPH de los compuestos fenélicos

aislados a las concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/ml y 10 pglml, con respecto

con el esténdar écido ascérbico (vitamina C). Laboratorio de toxicologia junio de

2015

110

so

so

70 E

I

so

100 ugIrrL so uglnl. 1o uglnl. Vitanina c

Tratamientos
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Anexo 14 �030

Anélisis de varianza del porcentaje de la actividad secuestradora del DPPH.

Suma de Media .

cuadrados 9' cuadrética F 3'9

Covariables Tratamientos 2620.880 1 2620,880 50,447 0,000

Secuestramiento E d S

de DPPH("/) F _° -6

° pnnclpales ,�030,:°"°em'a°' 343,304 2 174,152 3,352 0.053

(Wm!)

Modelo 2969.184 3 989,728 19,050 0,000

Residual 1194920 23 51,953

Total 4164.103 26 160,158

a. Secuestramienlo del DPPH (%) por conceniracién (pglml) con tratamientos

b. Todos los efectos introducidos simulténeamente
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Anexo 15

lncubacién en Artemia saliné para realizar la bioactividad de los compuestos

fenélicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook.f.) Regel �034céncer

ccora". Laboratorio de toxicologia junio de 2015

3

1. �030 A ;.-W ,,
�030ma�031 �031 » 3,

N�030 �030 4unn.�030nunnInun-V;,.. vM�030_ �034L

4
. �030. , ,*:= :-

,/2�031T ./V

N. g�031 �031 r�024 u . 4. =

_ 9 ;. . V R�030 ;

V 1 ""1 , : .�030 "�030 .

5 "�034"�030 1

V , _». (V. .. , ,- �030:
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Anexo 16

Programa PROBITS, usado para célculos de de Dosis Letal 50 (DL50) 0

Concentracién Letal 50 (CL5q).

I Fermi > H �030 �030�030

ANALISIS DE PROBI TS

Para la deierminacién de la Dosis Leta! 50 o la Dosis

Electiva 50

Para encontrar la potencia relativa primero hay

que efectuar los célculos de las muestras por

separado y archivarlas

�030

Potencia Relativa

F�031a:au¢a>15 �030SECUPCH
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Anexo 17

Bioensayo en nauplios de Anemia salina para deterrninar la bioactividad de los I

compuestos fenolicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook.f.)

Regel �034céncerccora�035.Laboratorio de toxicologia junio de 2015

T 

Z 

lmlmmmmmm

}402ll}402}402llj

}402llll}402ll}402j

llll}402ll}402
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Anexo 18

Curva espectral ultravioleta de los compuestos fenélicos aislados de hojas de

Pearcea hypocyr}401}402ora(Hook. f.) Regel "céncer ccora". Laboratorio de

fannacognosia junio de 2015

 _:.._

3P3¢C-�030UM: Huaatra 2.d5p

n-scupuan: nuazusmncn raj-

Opetator: user/FARMACDGNOSIA

cmatod: 13/05/2015 12:23:19 p.m.

Spacnccphowneuzr GENESYS 6

Sexual number: 21463070001

Piznnvate: 1.200

A . .

X D J

as /\ -�030I

_ as I �030. '

D7 \
. L .

as . .

' as �030J�031 �030 ,

n4 �031 �030 =

- DJ \ \ I

N:E 1 :uv - -\ _�024:.\ �030 :

g 

zoo zoo qua 500 [

""" Mueslvazds Humssuaxuet

Muestra 1. dsp }402uoresoenciaAzul - Turquesa

Méxima Threshold: 0,01 A

1 210 nm; 0,968 A 2 275 nm; 0.28 A

Muestra 2. dsp }402uorescenciaRoja

Méxima Threshold: 0,01 A

1 205 nm; 0,627 A
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�034UniversidadNacional de San Cristobal de Huamanga�035

Actividad antioxidante de compuestos fenélicos aislados de las

hojas de Pearcea hypocyrtz}402ora(Hook. f.) Regel �034cancer

cc0ra�035Ayacucho, 2013.
' Alcides Aron Ochoa Vargas

Laboratorio de toxicologia y Laboratorio de Farmacognosia �024UNSCH. Ayacucho

_ RESUMEN

Los radicales libres son productos de la reacciones quimicas de la célula y de los tejidos al elevarse o disminuirse las

concentraciones }401siologicaspuede acarrear importantes alteraciones funcionales, El presente trabajo de investigacion

basico descriptive se realizo con la }401nalidadde detenninar la actividad antioxidantes de las hojas de Pearcea

hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel "cancer ccora�035,durante Ios meses de setiembre de 2013 a marzo de 2014, en los

Laboratories del Area de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San

Cristobal de Huamanga. La muestra fue recolectada en el departamento dc Cusco, obteniendo el extracto,

hidroalcoholico de las hojas, sc realizo el tamizaje }401toquimicoy el fraccionamiento por extraccion liquido �024l1�031quido

con solventes de diferente polaridad como: éter de pctroleo, cloroformo, acetato de etilo para la obtencién de

. compuestos fenolicos con los cuales se realizo los ensayos cromatégra}401cosy espectroscopicos; la actividad

antioxidante se evaluo mediante el ensayo de captacién dc radical libre DPPH (1,l-difenil-2-picrilhidrazilo). El

extracto presento }402avonoides,taninos y/o fenoles, alcaloides, lactonas y/o cumarinas, triterpenos y/o esteroides,

catequinas, saponinas y azucares reductores; mediante ensayos cromatograficas y espectroscopicos se con}401nnola

presencia de }402avonoidesy acidos fenolicos. En los respectivos porsentajes 84,94%; 70,05%; 66,38%

respectivamente a las concentraciones de 100 pg/ml, 50 pg/ml y 10 pg/ml, En conclusion sc a}401rmaque los

compuestos fenolicos aislados de las hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel, �034cancerccora" tienen

. actividad antioxidante. '

Palabras clave: Pearcea hypacyrtz;/Iora (Hook f) Regel., actividad antioxidante, compuestasfenélicos.

' SUMMARY

'l'he free radicals are products of the chemical reactions of the cell and of the fabrics when rising or to diminish the

physiologic concentrations can carry functional important alterations, The present basic descriptive investigation

work was carried out with the purpose of determining the anti-rust activity of the leaves of Pearcea hypocyrti}402ora

(Hook. f.) Regel "cancer ccora", during the months of September of 20] 3 to March of 20] 4, in the Laboratories of the

Area of Pharmacy of the Ability of Sciences of the Health of the National University of San Cristobal of Huamanga.

The sample was gathered in the department of Cusco, obtaining the extract, hidroalcoholico of the leaves, was carried

out the phytochemical tamizqe and the division for extraction liquid. liquid with solvents of different polarity like:

ether of petroleum, chlorofon-n, ethyl acetate for the obtaining of compound fenolicos with which he/she was carried

�024out�024t-l1e�024tests�024cromatégra}401ces-and�024ospectrosoépicos;�024the-anti-mst�024activ-ity�024was-evaluated-�024by-«means �024of-thetest of-

reception of free radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). The extract presented flavonoides, tannins and/or

fenoles, alkaloids, lactonas and/or cumarinas, triterpenos and/or steroids, catequinas, saponinas and sugars reducers;

by means of tests cromatogra}401casand espectroscépicos you con}401nnedthe}402avonoidespresence and sour fenolicos.

In the respective porsentajes 84,94%; 70,05%; 66,38% respectively to the concentrations of 100 u g / ml, 50 it g / ml

and l0 u g / ml, In conclusion is af}401mtedthat the isolated compound fenolicos of the leaves of Pearcea

hypocyrti}402ora(Hook. ti) Regel, "cancer ccora" has anti-rust activity.

Keywords: Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel, activity anti-rust, compound fenolicos.

IN-[RODUCCIQN �031 relacionada con la patogenesis de muchas enfennedades y

El envejecimiento celular es cuando el oxigeno usado en el }401�034a]�035�030°'_�034°_313 "�034�031°"°°°'�034�030a�031<3_
membonsmo dc U" organismo vi�030,°_y también como Los antioxidantes son sustancias cuya accibn consiste en

Clemente imprescindible an 1,, Vida dc los organismos inhibir la tasa de oxidacién de los nocivos radicales libres.

aerobics, es también la �034"53del de�030e}401orode los mismos Existen antioxidantes naturales (}401siologicas),presentes en

organismos vivos. Este ultimo lennino son denominados "u"-'5"? °YE3"i5""°- Si5�030é"1i?°5§d°m'0 d3 U" El'�034D0_1°5

radicales libres, fragmenlos atomicos o moleculares con un antioxidantes pueden ser cnyrnas que aumentan la velocidad

electron desapareado de muy alta reactividad responsable de ' d9 �030'�034P�034�034�031_3d3 �034#193195"bless 0305 ll�034:P_T¢_V|5"�254�03413

dmosmla esmmmuiulmlz panicipacion de iones demetales de transicion en la

Tnlnbién conocido como un proceso inevcmiblc que Se generacron de radicales libres y los inactivadores o

caracteriza por una disminucion general de las funciones l�0313""¢_�034°"°53�031d9 9513 �034I309�035P'_<�035°_8i§}402d= 135 IHTBOCIOHGS.

}401siologicas,lo que oonduce a la morbilidad y la monalidad d"°"°�031°°5'�03413Ldd °�034V�254.l°°'""°�034�030°P'5"13�030�034l�031°Y

celular. Es un proceso multifactorial controlada por una P'°l�0313bl°m�030m°dd °a�034°°"~U

combinacidn dc factores genéticos y ambientales. En

condiciones nonnales existe un equilibrio entre la 0b.i9}401V03903'

generacion dc los radicales libres y su neutralizacion por los ' EV3�030�0343|''3 39�030iVid3dami°Xid3"�030¢de 5°mP�034�03075�030°5

sistemas de defensas antioxidantes; pero cuando este f¢"�0303�034°°53513505 d5 '35 h°.l35 dc PWVCE0

equilibrio se rompe, se produce el estrés oxidativo o daflo �030I)¢�0310¢T"'/70'�035(HOOK f-) RC8�034''°5|'|°°Y 090�034?

oxidativo, mecanismo general del dailo celular que convince�031

a una alteracion en el funcionamiento celular directamente



0bl'E�034V0SCspccl}401cos reacciones estandarizadas Se realizaron las pruebas de

0 Idcnti}401carlos metabolites secundarios en el extracto coloracion y precipitacion,�035

. hidroaloohdlioo dc hojas de Pearcea hypocyrti}402ora 3.4. ldtnti}401cacién

(Hook. f.) Rcgel �035c:':noerccora". 3.4.1. Cromatogra}401aan capa }401na(CCF)

0 Comparar Ia actividad antioxidant: de los compuestos Las soluciones estandares que sc emplearon fueron:

fenbliws aislados de las hojas de Pearcea Vilamina C, 'r'1cid0 salicllico, quercetina, rutina y el acido

hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel �035canwrccora�035con un uinico dc 0,2 mg/ml.

esténdar (vitamina C). Sistema cromatogra}401co

- Evaluar Ia bioactividad en Anemia salina de los �034S9C5�030-'¢i0""i'1P1303 5° CT°T"|3�030°g"3}401320 X 20

compuestos fenolioos aislados dc hojas dc Pearcea , 50015755050 Sili}401age-1G 254 (M}402ckl

hypgcynylara (1-)ook_ f_) Regel "c}401ncgfcgQya�035_ Fase rn6vil: butanol: acido: acético: agua (4:1 25).�034

. Volumen dc inyeccion: 20 pl.

MATERMLES y METODOS Revelndor: luz ultravioleta (CAMAG 366 - 254 nm),

3.1. Lugar dc ejecucibn. amoniaw y cloruro férrico. �030

El presente trabajo dc investigacion sc realizb en los 3-4-L ""953 °5P9°�034""

lahoratorios dcl Area dc Fannacia de la Facultad de Ciencias P"°P"�034i°"dc '35 50'"�254i0l|e§esi}401lldifts

dc la Salud dela Universidad Nacional da San Cristobal dc 5°'"Ci°n esténdar =5 3600' Iénico en metanol a

Huamanga, durante los meses de febrcro a julio de 1015. °°�034°3�034"3°i°""6 0:2 mg/ml-

3.2. Definition dc la poblacién y muestra P"P3|�0303¢i6ndc S}402hlci}401n'38 13 muestra
3,2_1 pob|a¢i¢5n Los extractos de cada una de las fracciones sc disolvieron en

Hojas de la especie Pearcea }gIpaLym_/Iora (Hook f.) Regel metanol 6" �034"3}401oladc 50 ml.

�034cancerccora�035,esta es una planta silvestre con sustancias Si5'"�031�034�03055P�034�034�031°f°�030"'�034é�030Vi¢°5�254Q�034iP°Eén}401sii5

quimicas con gran ulilidad en la medicina natural. Siendo Cdda�030C�0343�0301°dc 1 °""~

usada por los pobladores dc la zona y lugares aleda}402osa la L°"E""d "9 �034N335200 Hm 3 500 nm.

selva central (VRAEM) colindando oon el departamcnto dc B'=n=°_=M=tan01-

Cusco, sin tenercn conocimientoque probablemcntc pueda 5? Teglsmim}402�03005CSPWUOS-6 id�254}402ti}401<�030«'i|�0310}402105 m-�030iximos

- causar algunos efectos secundarios en su salud,por consumo W505 �030'53550755�0345" °°mP3'39i¢�034C0�034M �034P9930�030M

indiscriminado, por ello el estudio cienti}401code esta planta �0345�0305"da"v

nos Si]-yg Pam co.-.0�034,y mmua, 105 bioensayos 3.5. Determination del: actividad antioxidante

(oxjw|¢gi¢-,0; nwesm-gas�030 3.5.1. Método dc Ia actividad sccnestradorn del

31; Mugs"; radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)

Constituyo 500 g d: hojas secas de Pearcea hypacyrti/lam F""�030�034"'°'�034°

(Hook. f.) Regel �034cancerccora�035de la poblacibn de distrito U"° *5 105 '�034¢�030°d°5P373 deie}402ni}402af13 C}402pacid}402d
dg Kimbiri qug pmmcw ,, 13 pm,,i,,ci, d, 1, Concepcion, antioxidante es aqucl que emplea al radical DPPH, el cual

dgpa}402amgntodc cusm por su cstabilidad cs destmido solamenbe por antioxidantes.

3.2.2,], Tipo dc mugstrco, . dc tal manera que el mejor compuesto dcstructor del DPPH

Sc uso un sistema de muestreo no prohabilistico por la 5°�0343117"�031-.l°Y3"�034'°X1'd3"l�254-6 -

inacccsibilidad da :51: planta, la cual se cncontro en La �030¢°"i�034-3°mPle3d3 59 DPPH °5"Si5l¢ 9" ¢l�034¢95�034mdi}402l
pmasms y en '3 profundidmj de 1,, �034Iva, . tiene un electron dcsaparcado y es dc color azul - violeta,

3.z_2_2_ unidnd de un}401}402sis dccolorandose hacia amarillo palido por reaccion con una

Compuestos fenblicos aislados de las hojas dc Pearcea Suswlcia antioxidante; 18 absorbancia es medida
},yp,,¢y,1,/10,,,(H0ok f_) Rcgd wean�034,cwmw espcctrofotametricamcnt: a 517 nm. La diferencia de

33, Disc}401umemdomgim In" I. rcco|:cci6n dc absorbancias, pennite obtener cl porcentaje de captacion dc

mm; radical libres."

3,3_1__R,m|e¢,;¢,n dc mus," __ Exist:n__guchos métodos para evaluar la activid_a_d_ 7'

Las hojas dc pg,�035-3,,},ypacy,,,}402,,,,,(Hook f.) Rage} antioxidante en fucntcs vegetales, como plantas medicinales

, "mane" cw,-3�035,fue,-on ,-emlectadas en hams de la ma}401a�034,> y alimentos. Uno de ellos es el metodo de neutralizacién del

an buen esmdo dc ¢o,.5eM,C;(,n_ dumme C] mes ,3: agosto�031 radical librc 2,2 - difenil picrilhidracil (DPPH). El radical

Iuego fueron limpiadas, secadas y guardadas en bolsas dc lib�035Y 9531515 DPPH. 95 �034"3Susm}402cia�030W9mid�03013
tel; dc com; ogguro}402 capacidad de secuestro dc cualquier compuesto con

Con una pane dc la planta se prowdio a la idcnti}401cacion awvidad 3"�030i°Xid3�030iVlm�030

boténica por los especialistas dcl Herburium Huamangensix 1'3 3°1�034°i°"dc '93�034-iV°DPPH 95 dc 9010" V5019�034Y PWSCHIB

de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad �034"8absorbancia 3! 517 nm La reaccién consiste en la
Na¢iona| de 53,, C{i5[¢ba_| dc Hummgt cncmgada P0, 13 sustraccion de un ammo de hidrogcno proviene de un

bi()1og3]_au{aAuca5jm¢Medjn& donador (compuesto pure 0 cxtracto) por el radical Iibre '

' 333, Pl-gparacjbn dc mus". DPPH, desarrollando un cambio dc wlor violela a amarrillo

La 1,13,�034;m;.,|c5.a._1, fue msladada 3 105 Labmalo}401osdd a mcdida que disminuyc la conccntracibn de radicalu libres;

Am, dc Farmacia dc la Univemdad Nacional de San el que se lo: en el espectrofotometro después dc 20 atreima

Cristobal dc Huamanga y fue desecado a temperatura "'i�034�034�030°5d�030�030°3°Ci°�034-�034'6

arnbiente, posteriormcme fue pulverizada utilizando un P"°°°�030""'i°"�030°

molino de cuchillas, para obtcncr un polyo seco que fuc ' Um�0305°I�034°i"�031�034�031�034°�031a"(7�034°3d3 DPPH 43201118�031!-
ajmgcenandosg e�034fmsms 3.-,,ba,_ I Una solucién metanblica dc compuestos fcndlicos de las

3.3.3. Extraccilm dc compuestos fen}401licos h°.l35 d9 P907090 �0317yP0¢J""'l70V0(HOOK f-) RCECI

Para cl aislamiemo dc compuestos fenolicos se considera "°3"°°" °°°'�0313�031�031d�254300 I18/"|l(S01«A)»

prirnero hacer una exuaccion hidroalooholica con etanol al ' Un blanco con metanol: agua (21) para ajustar 6|

80% con doble extraccion, evaporacion a sequedad del °5P9C�0340f0W"¢"03C�254Y0-

extracto, desengrasado con éter de petroleo con la }401nalidad ' U�034b�030a"°°dc "�030�034°5�030'350" °>75 "'1 d° muestra (SOL A) Y

de eliminar grasas, ceras, pigrnentos y otros metabolites que 1:5 "'1 dc m°�030a"'°�030- .
puedan inlerferir con la extraccién de. compuestos fenélicos. ' U" P}401lféndc referencia (estandar) con l,5 ml de DPPH _

Extraccion liquido-liquido wn acctalo dc etilo utilizando un Y 0,75 ml de agua destilada

embudo de separacién, para recuperar }401nalmcntcla fraccion ' 1-3 ''"�034°5�030�031390" 0,75 ""' �030'35°�031�034°i(�031"A Y 1-5 ml 55
dc swam de emu y evapom}402a, sequedadjs (ANEXO 2) DPPH obteniéndose una concentracibn }401nalde 100

33.4. Ensayo }401toquimicocualitativo al extracto P5/ml: 5° d°j° 3 �030°mP°m�034�034�03013'�034bi°"�030°P01�031°i"°0
hid,o,|coh51ic0 minutos y sc rcalizo la lectura a 517 nm en el

La caracterizacion fitoquimica se baso en :1 agrupamiento °5P5C'-Y°f0�030<5m�2541Y0»

dc metabolites cstructuralmcnle scmejantes, para , ' 5° d�035�034_)�031(�031l3 5°'�034°i5"A (2) 00" m}402a}402ol3�034�034"3

idcnti}401carlospor sn oomportamiento qnimico fmntc a - PYOPOYCIOH 419 111 (S01 B) P373 Omen" �034mi



concenlracién }401nalde 50 pg/ml y luego en una 3.7. An}401lisisde datos

proporcién de l: 9 (sol. C) para obtener una Los resultados de la actividad antioxidante fueron

V concenlracién final de 10 pg/ml, organizadas en lablas y una malriz para calcular la media y

- Con las soluciones B y C sc procedié igual que en el la desviacion estandar. La signi}401canciaestadistica fue

caso amcrior. delcnninado mediante cl Anélisis dc Varianm (ANOVA) a

Célculos: un nivel de con}401anzadel 95% (p<0,05).

AC _ (Am _ Ab) }I::i$i¢:1contrar la toxicidad (CLW) se utilizb el programa

%AA =T X 100 '

RESULTADOS

Tabla 4. Metabolites secundarios prescmcs en el extracto '

Donde: hidroalcohélico de las hojas de Pearcea hypocyrzi/lora

Ac: Absorbancia del control DPPH (Hook.f.) Regel �034cancercwra�035.Laboratoriu dc

Am: Absorbancia de la muestra famaoognosia de: farmacia y bioqu1'mica,junio de 2015.

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra v .

AA: Actividad Antioxidant:
 

I Rtwllhdol Obcuvnobnu

3.6. Bioensayos de Ioxicidad on Anemia salina  ra

3.6-L Fundamento. Ncaiwdes 3�031.�031f.�031"°". 43332222
Se basa en la cxposicibn dc cstc crustacco que se encuentra Wagner m Pr2n|>1n2ur:v,(-uno

en cl agua dc mar arti}401cial,con soluciones en pyml del i�030�034�034""mD_"___"_c_m_>ém"e

extracto hidroalcohé-Iico oblenido, todo ello para deterrninar T'=='°="°=W° 5,�035, *' mu,�034

el mimero de cmstaoeos vivos por cada dilucién en 24 y 48 �034"°"�035�031crmmmm wmuhwa

horas dc exposicién. °*=°W"- ,,_',W « ,_,,,,,,,,_,_,W

3.6.2. Promcoln expcrirnemal » mm�034H15 �034mm �030�034mm�035

Sc tomé como referencia el método propuesto por CYTED �030_____

(1995) el cual sc rcalizb cn variasjornadas. ,,,,,,,,, "'�034"'° ' "'=°'°�030�034�030°'°F-""�034

DI�034:1 Slannmas 2 .. rmmaamusam

o Separe las cubetas dc plastics o vidrio an dos scum,�034mm, A

companimientos uno tolalmcntc oscuro y el otro can ..,..-,.i..,,, °�030°""°""�034"�030�035�030�030°"""'°�034�034"5"�034""

luz aru}401cialpermanemc. ......,...- M... .. c........-,...,
- Se preparé el agua dc mar (3.8 g de sal de mar �034mum�035, ,_ c°,M,_.m,p__,,,

comercial) en 100 ml de agua destilada y que Iuego se . -

procede a }401ln-ar, .  �030

o Posleriormcnte sc colooo I50 huevos dc Artemia L°V""�0313

salina en una cubeta preparada (zona oscura)

conteniendo 1000 ml de agua dc mar arti}401cial. :1) :2:

' Dla:2 '

- En un matraz Erlenmeyer que oomicne agua dc mar Tabla 5. Coloracibn y fluorescencia de los compuestos

arti}401cialse trans}401ribla mayor cantidad dc nauplios fcnélioos aislados cle las hojas de Pearcea hypazyrti}402ora

vivos. (Hook.f.) Regcl �034cancerccora" con los estandarcs.

Diaz 3 Laboratories dc toxicologla dc farmacia y bioquimica, julio

- Se disolvié 20 mg dc compuestos fenblicos de las dc 2015-

hojas de Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. f.) Regel a 

_"cén.c.eLsa2oLa�030;cn2 mme_de_aguanesn�0301ana_A_p�030  ** _

de esta solucibn se prepararon tres disoluciones de

1000, 100 y 10 ppm (ppm=1mg/I) para ello. m_ ,f_':;"_ 3:: :;j:_':_�030j_j_':;�035_�030j:M'u�031:�030;'

' - Se Irans}401rié500 pl de la solucién en tres tubos :3 �030s.__m__~_'._

0 Se trans}401rié50 pl dc la solucién en tres tubos °""""" ---~°~ me ---~---- ""'"'"" '"" "--v-=-um

o Sc Irans}401rib5 pl dc la solucibn en tres tubos ---n~-- U�034-W-"0"A-M-°=-v -b- ---*-- �031.f,.';.":L','.."Z."

I A cada uno de los tubos dc ensayo que wntenia 500 _, ,,,,,,,,,, ,,m,,,, ,,,___ v--o --.o vn--ma-u

pl dc la solucibn se agregé l0 nauplios del crustécco ___K,_ " ;":',:,','_:',_

y Iuego se completo con 4500 pl de agua de mar '�030'�030�030�031'''�031'°''"'°'''' W�034"'-W�031-'�034''*'"'=°"�030°'

arti}401cialfresca para complclar un volumen total de 5

ml. a_._a.____.i_,

0 A cada uno de los tres tubos dc ensayo que conlenian �030 'm_m m.:%�030A�034""�030�024,§�031�0314�030"�035V �024-v- A l

5 pl de la solucibn se le agregé 10 nauplios del l _m,f/ ' �024*�031;:';:"l

crusta'cco y Iuego sc complctb 4995 pl de agua de 1 3 mm -- ""�031 "'�034'�034;;"'" J

�031 mar ani}401cialfresca para completar un volumen total E 7o.an i

de 5 ml. -5 some > W __ �030

- Para el grupo control sc usb nueve tubos dc ensayn g some , _ .:o...m.- i

(tres tubos para cada conoentracién) a los que se 3 *°v°° .so...;... i

a}401adio5 ml de agua de mar arti}401cialfresca y 10 éssxoc-1�031 _ -�030man;/muI

nauplios de Arlemm xalina «- 2°�034 .__ ,. ..

l �034ML» - - ,,-

Tabla 3. Clasi}401cacibndr. toxicidad segun CYTED"-�030° § "N �030V7?? ' " " 27...... 53421:» 5

I Exuemadameme �030oxiw I ' '0 V9 "'1 Figura 7. Porcentaje dc caplaciim dc radicales libres DPPH

11 A|[al-nenreujxjco 10 _ 100 My my por pane de compuestos fenolioos aislados de las hojas dc

, Pearcea hypocyrtijlora (Hook. f.) Regel �034cancerccora". En

"1 M°d""ada�031"�034�0341�030�035�0305x'°°100 ' 500 �034g/ml comparacion de. los estandares vilamina C y acido caféico.

[V Ljgemmeme taxi;-,0 500 . 1000 my ml Laboratorio de toxicologia junio de 201 5.

V Précticamente no léxico 1000 - 1500 pg ml

Vl Rclativamentc inocuo > 1500 pg ml



apareciendo como manchas }402uorescenlesazules: rosadas,

�030�030° ; naranjas, purpuras y otra, las cuales se intensi}401cano

cambian dc }402uoresccnciaIuego de su exposicion a vapores

�030W 3 de amoniaco, cual se pudo apreciar en la paxtc cxpenmental

1�030:-_-I=2 (Tablas yAnexo 10, 12).�035 _
I Los }402avonoidesresullames en la fmccion de aoetalo de etilo

3�031an �031 V, fueron aislados y puri}402cadosmediante cromatogra}401aon

f E 1* capa }401naa escala prcparativa, las manchas caracteriudas

3 �034"°"�034"�034°"�034�031�034'""fueron rccuperados dc] silicagcl con metanol, Iogréndosc

3 no 1 �024 aislar dos fracciones." For In concentracién minima de: los

g :2 mo compuestos fenolicos no sc mues1ran curvas bien de}401nidas,

lg _,. 3 " las cswucturas quimicas de los compuestos fcnélicos

2 �031° ,3, = so aisladas por la cromaxogra}401afueron elucidadas mediante

§ I I . correlacioncs quimicas con los datos obtenidos por espcctro

.§ so u no E ultraviolexa en metanol y por oqrnparacién con espectros

V-mac mum om..mr.u.n �030 dados en la literatura por Mabry.�035sugiriéndose como una

estructura de los écidos fenolicos (Anexo l7).

T'a�034""'°"�030°�031 �031 Los especlros de los }402avonoidesson delerminados

, . . . 4 usualmente an solucién mclanolica. El cspeclro tipicamcnlc
Flg}402f}4018. Porcentaje de acuvudad secuestradcra dc radical consisw en dos méximos dc absorcion en los ranges de 240

Iibre dc DPPH por efecto de los compucslos fcnélicos _ 285 nm (banda ]L B�034)y 300 _ 550 nm (bagda I B�035

aislados dc hojas dc Pearcea h-Vpocyr"/lam (Hook f�030)Regel Podria indicarse como caracleristica quc en dihidro}402a�030/ionas

"°é"°°�031°°°m�035'5" Compamcié�035co" Vitamin�034C 3' acid" dihidro}402avonolcse iso}402avonasla banda 1 es de baja;
caféico. Laboratorio de loxicologiajunio d: 2015. imensidad (mas baja de la banda mlzs

5% Las }402avonasy }402avonolesmuestran dos bandas dc}401nidas:La

banda 1, de mayor lcngitud dc onda en el rango 300«390 nm

9�034 asociada con la funcionalidad cinamoilo, y la banda II, entre

70 250-280 nm debida al anillo aromatics a (funcionalidad

50 henzoilo), aunque a veces sc observan otras bandas dc

50 _�030 absorcibn. La posicibn de la banda I depende del tipo de

' }402avonoide:las }402avonasse muestran en 310-350 nm, los

W ' }402avonoles3-OH-suslituidos en 330-360 nm, y los

an 0 }402avonolesen 350-385 nm."'�035.Espcclrofotomélricamenle

' 20 obscrvamos que cada extracto posee diferente longilud dc

onda, en la cromaxoga}401arealiuda se encontrb dos

1" coloraciones con las cuales sc hizo cl respective anélisis y se

extrajo la curva espectra! y se encontré dos coloracicncs.

Dm:de°._w::: mm�034757727555 62352�030 una coloracion }402uorcsocnciaAzul - Turquesa y la otra,

- }402uorresocnciamja La primcra }402uoresoenciaAzul -

. . r ue ' de : 2] 2 m In

Fizur-.9~ Revrescmac-0" s*é}401°a.d=Ia prueba ds= mob" Pm l"g.?L'§§�034c2To,§§?2n'?1?.i�030.�030é'f¢.m§'13;-Z mu�030isf,a..7;in�034gam§ac
delennlnacmn dc la C.°"°em.mc'°" Lem rfmdla (CL�031°)dc onda: 205 nm, lo cual se puede atzibuir en ambos casos que
los compuestos fenohcos axslados dc hojas dc Pearcea Se �034amdc mdos fcnblims por la semejanza en algunas

hyp"�035y'"}402"m(H°°k�030f�030)R953�031ucanca ccora"�030Labomo}401o caracterislicas como la coloracién en luz UV (C/S N}-I3) y

dc toxicologia junio de 2015. - �031 gama espuma} (Anexo 17}

k *?P}401E E 

elcgir cl método que nos pennita la rapids; la precision, la

En el presente trabajo s: demosuo que al §,mam0 0 exa_ctItuo,por ello se ehgloelm§lodof1cneutral1zao1on del

compuestos fenolicos obtenidos dc las hojas dc Pearcea md'°a!.g'b�030TDP:}:;l "mm: °s".ma."d|a °apaf°'d0al4 dc

hypacyrn}402ara(Hook. f,) Regel "cancer ccora�035,presentan Caplagaln = Y? I es ' res por �034mmam�034an �030ms

actividad antioxidante, ios cuales son los responsables dc las £:";:£vi:1:::'�034ioxidame Sc �034}401lmutilizando cl mémdo dc

actividadcs farmacologicas. . . . . . . . . .

- Para la extraocion dc los diversos mctabolitos se realizb dg}402kr::':�030:se:E�031geq$;liosdg-$:;|::§Elg:g?;':

:::::::;:?e::*1::�034:c;,e:2r;:2,:::�034;n::d::';:i.mi: en. =!d;;vag° 1; ac
grasas, ceras, pigrnemo y otros metabolites, la segunda �030cma';l'°x' Sf 59°". mm iiacmwen C�030"�031p°'l°

cxtraccion con cloroformo que tiene como }401nalidadextraer m.°s"?"°"c Eur: .d' er°';e°.'as tulm" ° 5° mmpma co" 3

a los lcrpenos y scsquitcrpenos, la tercera cxtraccibn con :r|;ba:'c;;lais (agY§§'::7Se8m;°}401::X:n8s';s

::::)al?C�031o�030:c35e"|oqueue�034:la }401nahdaddc exmm wmp|.�030eSms 13 y 14), el anélisis de varianza muestra que no existe

Los lam.I'wS man mnsmuidos por un amplio grupo de diferenciasigni}401cauvaentre los compuestos fcnélscos dz

compuestos hidrosolublcs con estrucmras polifenblioos, :":::0:'s]:]° 3;: :Sr:�030;d�030::fiV�030;::d'°:n:§):';::rn::

capaces dc precipim cimas macmmoléwlas (pmmnaS�031 corn aratiyamente similar a la vitamina C écido caféico
cclulosas, gelatinas). Esta capacidad para precipitarlas es la (Anepm 14) y

base dc susgropicdadcs principales: cunir la pit-.I y su pl)dCT Sc �034S6va}401osmmpuesms puros quc Sin/icmn como

astringcntc. . . V .

M°�030�034a"�030=°'9"=a*°g�035'*}401�034=SP'=�034'"i"�030"°S»*5 §2�0351"a°c§'n§§§}401'é?¢§�030§??o£�030?§nf§§f§�031.a3�031?o1§�031Z§�031§L$§§
Zgzsrsgzdosleama}402}401inian]u:cu'":�254::E::sE$AM§g;l:f3 naturaleza quimica de los compuestos polifenoles es 'muy

nm y asi mismo revaiandose con FeC|; al 1 por ciento para y�035:':5|:b:o:.1�034a';iFa:° dlg}401g}401fg}401gi

estos compuestos. Los compuestos fenélicos fueron unidas 8 sustancias dé' gdis}401manmuraleug As�030'05

detectados en el extracto etanolico. Las manchas . . . ' .�031

caractcrizadas fueron: Azul �024tur uesa y la cloro}401la,por la }402avomfdesson compuestos pommbhcos q',�031°"}401e-'3".�034n

}402uorcscenciaroja caract.eristica.�035c'l"(Ancxo10y I2). gm" .""m°m de. em: cstrucmrasl é°'d°5mf:"°l'°°S

segun Lock dc Ugaz" la deteocion de los }402avonoidespor ::t';�030""�034;:§:ia�030;�030;S°J:::�030V:0

�030 :?$a�030:iaf;:::;:1']�031:Ely::p?a:l§::pxfdfczha}401éxg}401g polifenoles, an la naturaleza.�034los azucares reductores dan



un precipitado dc color rojo ladrillo al realizar pruebas de 4. Uganondo V. Caxaclerizacién de derivados

Fehling. También los aznlcarcs reductores son considerados polifcnélicos obtenidos dc fuente; namrales,

3nli0Xid}401m¢S»" Cilotoxicidad y capacidad antioxidante frente al cstrés

L3 capacidad 3"'i°Xid3|�034°dc '05 °°ml7"°S�030_°5f°"¢�034°°5 oxidativo en modelos cclularcs. [Tesis pregrado].
d:p_c_ndc dc su estructura molccular,_la cual m}402uyeen la Espa}401aUniversidad dc Bmcelonl Facultad dc

faclhdad oon la_que un atomo dc h1drégeno_de on grupo _ FamaCia;2009�030

:*:t::::::,.�034;°.:;?�030:?..::"::�034.::.::2�035:::1::.:::'::�030:::;:.::;1 5- M Fmawma
La eslructum O-dihidroxi en el anillo B so considera 999,�030 , , _

delenninantc en la neutralizacibn radical y/o el potencial 6' A§�034"�034E�030ES�034�030d'°dc 1°�030}402a"°""_'de_Sa'5]ad°s de �034*5
oxidmvals _ hojas de Smallanthux sormhnfolms (yawn) y

Es asi que la fraccibn de acetato dc etilo de las hojas de d�034°''�030�034i�0343°l5"5? 5�0343°�0305"id3d3"�030i°"id3"�030°5 '

Pearcea hypmy,-,,/[om (Hook, :1) Rgggl "cancgp ccofa" mvo inmunomoduladora. [Tesis dc macstria]. Lima.

una actividad antioxidante dc: 84,9-1%; 70,05"/o; 66,38% Universidad Nacional Mayor de San Marcos; 2007.

respectivamcme a las concentraciones de 100 pg/ml, 50 7. Leon L Actividad antioxidante de los acidos fenélioos

Fig/ml Y 10 Pym�030:990 d�254bid°3 �030W9[05 difcrcmes 50|V�254"1e5 aislados de las hojas de Samreja brevicalur Epl. �034wayta

utilizados arrastraron difercntcs melabolilos que presentan mum-�031_[Tesis pmgradvl Ayacucho ungvmidad San

actividad antioxidante, los mos polanes como etanol para Crislébalde Huamanga,2012_

�254�034°°5�030d°5° a2"�034°"�0345"W �034*d'°""ad°5-has�034�031"°"°5 8. Lopez N. Actividad m}401oxidantcde fracciones aisladas

E:e]::::]a:�031i°arS�034§)3éter y clomformo Pam }402avonasahameme de las hojas de Ceslrum auriculalum ll Hcriucr "hicrba

Asi como la sarureja brewca/xx Epl. �034wayramuiia�035contiene gr)�035[Tags pregmdol Ayacucho Umvcmdad San

propiedad antioxidante en un 9s,4o°/..~, 94,79�034/.;61,88�035/o "_5�030_�034b�034"�031�034�034�034�034�031�034�034"3�034�0302°'3. .
respcctivamentc a las concentraciones de 100 pg/ml, 50 9�030Kw�034,P�0313�031La�030"°"°°5* R°�030�0355'°"°f Pemcw

pg/ml y 10 uymI.7 y la Cestrum auriculalum LI Herilicr (C'e5�034°"�0303°5ae)-SMITHSONIAN INSTITUTION

�034hicrbasanla" cs antioxidante como muestra en sus PRESS Washi}402gmfhDC 1995- - lllbfo Vimlall '

resultados 92,24%; 34,41"/.; 65,09%. Respactivamentcalas [Acceso 13 dc junio 2013]» Disponible

concentraciones dc 100 uyml, 50 ugml y 10 ug/ml.�030Por en: 

ello, con las diferencias observadas muestran que la satureja y/pdf hi/sctb-0084.pdf.

brevicalu Epl. �034wayramu}402a"tienen Iigeramente ms 10. BymeR.&BD. Morley. 1976. Hybridisation studies in

actividad anlioxidanlc que la Pearcea hypocyrti}402ora(Hook. C0],,,,,,,ea L (Gang,-gaccac), 2, The Q querce}401

fl) Kfgcl "Céncef 500138". :in emgarglo, estadis;;mnenl;I501'! complex. Bot. J. Linn. Soc. 72: 199-210. [Acceso 20 dc
~ S1lT1I}401I�031CSpor tank) as o_]as e earcea acyrli ora . «mm 2013. Dis onible

(�035�030_�031°�031�030:9 R99�034."°�030f�030°°�031°°°""- �034"""�034�034�034°�034�030*�034°"�034""�034Jen:hgp://sumots.ac.c3/local/}402orula3/families/GEZNERI
antioxidante sngu}401cauvo. ACEAE df

En los biomodelos mas utilindos en las ctapas prcliminares . . .

de la investigacién }401toqulmica,es el bioensayo dc lelalidad 11' M"J?V"a_ M�031mp�034D�03153�035M; ]"°s,�035d'°a]°5l'b'°S_y 5" _

}401entea/irtemia Salina. (Desarrollada en 1982 pm Mayor y '"�030P]'°�034°'°�034�030�034P_�031°°°§°5f'5'°'°5�030°°53�031Pa�034"°3'°°5'

Col). 13! procedimiento consisle en exponer compuestos E59353 2001 lT¢V|$�0303C|�254ml}401C3l-M00950 20 d�254Ocmbm

activos ylo extractos dc plamzs a nauplios de Anemia 2014]- 

salina, para deterrnina: valorcs de Conccnmacibn Letal 50  - -

(CLso)» y/o Dosis Lgtal 50 (DL50) expresada en pg/ml. Sin 12. Lopez A, Fernando C, Lazarova Z, Banuelos K

embargo, los valores obtenidos dc CL», no adviertcn una Sanchez S. Amioxidanles, un paradigma en el

3C�030iVid-�031*d55301035�034'3 bl°'°EiC3 9" P3|�031}iC|11N�031;5011 tratamiento dc enfermedades. Anacem. [revista en
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naturales bioaclivos.  

Este bioensayo es aplicahlc a compuestos con estmcluras y 13' M�031,y°'_R�0302010' Em�034°"'da'�034'°,y5's"°,"�034dc d°f°"s"
modes dc ac}401vidaddive,sos_ 1° qua le mmga la _ antmxxdame. Inst. Med. Trop. [rev1s(aen1ntcmet]2(1l0.

caracleristica de ser dc amplio espectro, que sea usado como l3C°�254S011 49 ma)/0 del 2013]; 5 (1)3 2349- D|5P0mbl�254

método dc analisis para detectar msiduos de pesticides, �254nI 

mlcoloxinas, aneslesicos y compuestos dc tipo mor}401nico 14. Munoz A, Ramos D, Alvarado C, Castaneda B.

' entre otros." _ Evaluacion de la capacidad antioxidante y contenido dc

Por tanto cl extracto dc compuestos fenelicos aislados dc compucsms fcnaliws en recursos vcgczales

h0.i35 dc PEWCW �0310�031P0¢'J�035�031i/70'�034(HOOK 5) Regel "C«'*"�034' promisorios. Soc Quim [revista cn internet] 2007 Julio.
ccora",sc dcmostrbla actividad cilotoxica, la cualmucstra [acceso 20 de febmo del 2013]; 73(3); 142,149

su Concentracibn LeIalC50 3CL58)0en3 clgbiofnsayo cor; Disponible

Artemm salina muestra L59 :1 2 ,1 u m ysegfm c _ _ <

CYTED menciona que es practicamenxe no tbxico. (Tabla 3) 1 5
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