UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA'Y BIOQUIMICA

CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA RAIZ DE
Chamaesyce ophthalmica (Cargope)

TRABAJO DE INVESTIGACION PARA OPTAR EL GRADO ACADEMICO DE
BACHILLER EN FARMACIA Y BIOQUIMICA
ALUMNA:

ZAVALETA PIMENTEL EVA JAZMIN

ASESOR:
Matr. LIZ ELVA ZEVALLOS ESCOBAR

CHIMBOTE - PERU
2018



CONTENIDO DE POLIFENOLES TOTALES Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA RAIZ
DE Chamaesyce ophthalmica (Cargope)



JURADO EVALUADOR DE TESIS

Dr. Jorge Luis Diaz Ortega

Presidente

Mgtr. Teodoro Walter Ramirez Romero

Miembro

Mgtr. Edison Vasquez Corales

Miembro

Magtr. Liz Elva Zevallos Escobar

Asesor



AGRADECIMIENTO

En primer lugar, le doy gracias a Dios por
siempre cuidarme y protegerme en cada
proyecto que me propongo en el transcurso

de mi vida.

A la vez, también les agradezco a la Dra. Liz
Zevallos Escobar y al Dr. Edison Vasquez
Corales por su apoyo, paciencia,
entendimiento y asesoramiento que me
dieron para lograr culminar con éxito este

proyecto de investigacion.

En segundo lugar, le agradezco a mis
padres Eva Pimentel y Miguel Zavaleta, a
mis hermanos y sobrinos por siempre
apoyarme y guiarme en cada paso que doy
en mis estudios; Son mi mayor motivo y
fortaleza para lograr culminar esta carrera

profesional.

Por Gltimo, le agradezco a todas las
personas que estuvieron apoyandome con

sus consejos. jGracias!



DEDICATORIA

Dedicado con mucho amor a mis padres
Eva y Miguel, por haberme dado la mejor
herencia que tengo en esta vida, una gran
profesion, basada en principios y valores; a
la vez por su apoyo, comprension,
motivacion y ser mi fortaleza para lograr

realizarme profesionalmente.

A mis hermanos Angel, Alexander,

Mariela, Roxana y Jhan Carlos.

A mis Sobrinos Renzo, Melanie,

Eduardo, Fabricio, Rodrigo, Adriano,

Valentino, Andrew y Brianna.

A mis abuelos paternos Segundo Zavaleta 'y
Bernavita Bazan y a mis abuelos maternos

Alejandro Pimentel e Ilda Grados.

Y a todas las personas que luchan dia tras
dia para lograr cumplir sus objetivos y

desarrollarse profesionalmente.

iPOR USTEDES Y PARA USTEDES!



RESUMEN

Chamaesyce ophthalmica “cargope” es una planta andina del Peru, utilizada como
medicina tradicional por sus pobladores de Santiago de Chuco gracias a sus innumerables
beneficios para la salud humana. La presencia de ciertos compuestos antioxidantes como
los polifenoles, le atribuye la capacidad de neutralizar la accion oxidante de los radicales
libres. Es asi que a los profesionales de la salud y mas aun a los Quimicos Farmacéuticos
nos toca el deber de contribuir con nuestros conocimientos cientificos y hacer extensivo
las propiedades de nuestras especies que pueden abarcar el mercado interno y el externo.
El objetivo de esta investigacion fue determinar el contenido de polifenoles totales y la
capacidad antioxidante de la raiz de Chamaesyce ophthalmica (cargope). Para la
investigacion se utilizo la ténica de Folin Ciucalteo para cunatificar polifenoles totales con
catequina como patron y el ensayo del DPPH para la capacidad antioxidante teniedo a
Trolox como patron. Los resultados obtenidos fueron en el extracto por infusién (18.94
+ 1.57 mg de catequina eg/g muestra seca) para polifenoles totales y en la capacidad
antioxidante en la extraccién por decocto se obtuvo (217.55 + 2.83 mM de trolox eq/g
muestra seca). Se concluye que se determind el contenido de polifenoles y capacidad

antioxidante de la raiz de Chamaesyce ophthalmica “cargope".
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ABSTRACT:

Chamaesyce ophthalmica "cargope" is an Andean plant from Peru, used as traditional
medicine by its residents of Santiago de Chuco thanks to its innumerable benefits for
human health. The presence of certain antioxidant compounds such as polyphenols,
attributes the ability to neutralize the oxidative action of free radicals. So it is the duty of
health professionals, and even more so of Pharmaceutical Chemists, to contribute with our
scientific knowledge and extend the properties of our species that can cover the internal
and external markets. The objective of this investigation was to determine the content of
total polyphenols and the antioxidant capacity of the root of Chamaesyce ophthalmica
(cargope). For the investigation, the Folin Ciucalteo technique was used to cunatify total
polyphenols with catechin as standard and the DPPH assay for the antioxidant capacity of
Trolox as standard. The results obtained were in the extract by infusion (18.94 + 1.57 mg
of catechin eq / g dry sample) for total polyphenols and in the antioxidant capacity in the
decoction extraction was obtained (217.55 + 2.83 mM of trolox eq / g dry sample). It is
concluded that the content of polyphenols and antioxidant capacity of the root of

Chamaesyce ophthalmica "cargope" was determined.

Keywords: Polyphenols, antioxidant, Chamaesyce ophthalmica "cargope™
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INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion proviene del proyecto de linea de la escuela
profesional de Farmacia y Bioquimica denominado Estudio de plantas medicinales de
interés terapéutico.

El PerG es un pais predilecto con una gran biodiversidad de productos naturales. Uno
de ellos es Chamaesyce ophthalmica “cargope” una planta representativa de la serrania
peruana, crece de manera rustica entre las laderas de los cerros. Su raiz puede medir
aproximadamente entre 15 a 30 centimetros, sus hojas son pequefias de color entre rojas
y amarillas.

El uso de las plantas medicinales en diferentes areas de nuestra cultura ha determinado
y conformado bases de nuestra identidad. Nos ha curado y lo méas importante, han
aportado el oxigeno para la supervivencia de nuestra especie y la vida en el planeta.
Existen pruebas empiricas y cientificas que avalan los beneficios de la gran variedad
de plantas medicinales en diversas afecciones cronicas o leves que se pueden
presentar.!

En la actualidad debido a la importancia y el redescubrimiento de la medicina
alternativa llamada a una de sus ramas Medicina Tradicional, la cual nos ha servido
por muchas generaciones al alivio de un sin nimero de enfermedades, nuestro pais no
esta ajeno a estos procedimientos, por el contrario posee una gran diversidad de plantas
medicinales en diferentes regiones naturales del Per(, donde existe una gran
biodiversidad de la flora y puede ser la fuente principal para el tratamiento de diversas
enfermedades. El Per( como pais del tercer mundo tiene todavia mucho por hacer,

como elevar el nivel de vida de los pobres, disminuir la desnutricion infantil y aminorar



diversas afecciones. Es asi que a los profesionales de la salud y més aun a los Quimicos
Farmacéuticos nos toca el deber de contribuir con nuestros conocimientos cientificos
y hacer extensivo las propiedades de nuestras especies que pueden abarcar el mercado
interno y el externo.?

Los consumidores estan interesados en los diversos beneficios que pueden brindar
dichas plantas porque nos ayudaran para el control o prevencion de enfermedades a
través de una dieta saludable. En especial, el cargope contiene compuestos bioactivos
asociados con una fuerte actividad antioxidante, en la cual juega un papel significativo
en la nutricion de las personas debido a las actividades de captacion de radicales libres
y donacion de atomos de hidrogeno o también de electrones.®

Los polifenoles, estan compuestos de flavonoides, antocianinas, vitaminas entre otros,
son metabolitos secundarios vegetales que han tomado mayor importancia para su
investigacion debido a las enfermedades mas comunes de estos Ultimos afios como el
cancer, cardiopatias, enfermedad del Alzheimer, Parkinson, y otras enfermedades
neurodegenerativas debido al estrés oxidativo que procede por la falta o aumento de la
misma.*

Es por ello que se determinara los contenidos de polifenoles totales y capacidad
antioxidante presentes en la especie de la raiz de Chamaesyce ophthalmica (cargope),
por los cuales se obtendran a base de la muestra de la extraccion metandlica por

decoccion, infusién y DPPH.



OBJETIVO GENERAL.:
Determinar el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante presentes en la

raiz de Chamaesyce ophthalmica (cargope).



REVISION DE LA LITERATURA:

2.1.ANTECEDENTES

Cofré® en su estudio que presentd en el afio 2015, propuso la determinacion de
Polifenoles Totales, Actividad Antioxidante y Antocianinas de Jugo de Murtilla
(Ugni molinae Turcz) obtenido por Condensacién de Vapor en la cual se uso
parametros de control de variacion en la calidad de compuestos bioactivos, donde se
determind la capacidad antioxidante por el método de DPPH, en donde se obtuvo la
mayor capacidad antioxidante y la mayor concentracion de polifenoles totales y
antocianinas totales en una extraccion optima de 34 minutos para el proceso de

extraccion.

Oliveira® en su estudio que presenté em el afio 2014, se planted determinar la
Capacidad Antioxidante de Averrhoa carambola L. (carambola) frente a sistemas
generadores de radicales libres en la cual se baso a un estudio analitico, experimental,
de tipo cuasi-experimental, transversal y prospectivo. En donde prepararon los
extractos acuosos del fruto y hoja frescas de Averrhoa carambola L. (carambola), en
la que determinaron cualitativamente los contenidos de polifenoles, flavonoides y
vitamina C, asi como también se evaluaron sus propiedades mediante reacciones con
el radical libre estable DPPH, el TPTZ-Fe+3 y su capacidad para reducir el
ferricianuro de potasio. Por lo tanto, se obtuvieron como resultados que la vitamina
C fue mas elevado en el fruto, mientras que los polifenoles estuvieron en mayor
cantidad en las hojas; en cuanto a los flavonoides, éstos se encontraron en semejante

cantidad tanto en fruto como en hoja.



Barrera’ en su estudio que realizo en el afio 2011, se prepuso determinar la Evaluacion
de la actividad antioxidante de extractos de cuatros frutos de interés comercial en
Colombia y la actividad citotdxica In vitro en la linea celular de fibrosarcoma
HT1080, en la cual los cuatro frutas de interés comercial son Averrhoa carambola L.
(carambolo), Vitis labrusca (uva), Baxtris minor (corozo) y Vaccinium meridionale
(agaz) con el fin de buscar una alternativa natural que proporcione sustancias
antioxidantes capaces de reducir y prevenir los riesgos de enfermedades tumorales.
Por consiguiente, emplearon material vegetal de cada uno en donde utilizaron un
sistema de extraccion en metanol. Para evaluar antioxidantes se realizo una prueba
preliminar de contenido de fenoles totales por medio del método Folin Cio Calteu,

ABTS y DPPH.

Quifiones® en su estudio que realizo en el afio 2107, planteo determinar la
Caracterizacion y determinacion del contenido de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante del fruto de Sanke (Corryocactus brevistylus) en estado maduro, en la
cual se utilizd tres muestras del fruto sanke para evaluar las caracteristicas
fisicoguimicas reportando valores en el pH: Ex1 (2,7), Ex2 (3,0) y Ex3 (3,06); su
acidez total expresado en acido citrico reporto valores de Ex1 (2,30), Ex2 (32,27) y
Ex3 (2,31). El mayor contenido de polifenoles totales en el extracto de fruto del sanke
se concretd en la muestra Ex3 (0,217 mg 4&cido galico equivalente /100mg),

reportando con mayor capacidad del extracto con etanol al 10% con 38.01%, seguido



por el extracto al 25% con 25,20% y por ultimo el extracto con etanol al 5% con

23,31%.

Caisahuana® en su estudio que realizo en el afio 2012, presento determinar la
Evaluacion de vitamina C, polifenoles totales y capacidad antioxidante en dos estados
de madures del Camu Camu (Myrciaria dubia H.B.K. Mc Vaugh) de Mazamari-
Satipo, para lograr obtener los extractos del fruto, se tenia que someter a las etapas de
seleccion, clasificacion, lavado, pesado, pelado, trozado y analisis del fruto. Los dos
estados del camu camu fueron pintdn y maduro, en la cual se utilizo el Disefio
Completamente al Azar (DCA). Por lo tanto, al utilizar esta metodologia se obtuvo
resultados de polifenoles totales en estado maduro fue 480, 53 mg &cido galico/L, y
el de estado pintdn 382,55 mg acido galico/L; en la capacidad antioxidante expresada
en porcentaje de inhibicidn de radicales libres, fue para su estado maduro de 89,87%

y del estado pinton de 78,46%.

Hernandez'® en su estudio que planteo en el afio 2012, propuso determinar la Relacion
entre la capacidad antioxidante y composicion fendlica en vinos tintos del Cv.
Carménére, se utilizd 24 vinos tintos comerciales del cv. Carménére, lo cual se analizo
mediante tres metodologias, en la cual la capacidad antioxidante se correlacioné con
el contenido de fenoles totales, antocianinas totales y taninos totales. Los fenoles
totales fueron analizados por dos métodos Folin- Ciocalteu y IPT; las antocianinas
totales se lograron analizar por el método de decoloracion con bisulfitoy HPLC-DAD

y por Gltimo se evalud los taninos totales mediante la reaccion de Bate-Smith y Metil



Celulosa. Los resultados se analizaron mediante un test estadistico de regresion
maltiple para cada uno de los 3 métodos usados para determinar la capacidad

antioxidante en contraste con las diferentes metodologias utilizadas.

Aparcana, Villareal'!' en el estudio que presento en el afio 2014, propuso la
Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos etanolicos del fruto de
Physalis peruviana (aguaymanto) de diferentes lugares geograficos del Peru, el
trabajo obtuvo como objetivo principal es valorar y comparar los contenidos de
polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante de
los extractos etanolicos del fruto de aguaymanto provenientes de Ancash, Junin,
Cajamarca y Huanuco por los métodos de DPPH y ABTS. En la cual en los resultados
mostro que el fruto proveniente de Huanuco presento mayor capacidad antioxidante,

donde resultaria una buena fuente de consumo en beneficio de la salud.

Soler*? en su estudio que presento en el afio 2009, propuso el Estudio de la capacidad
antioxidante y la biodisponibilidad de los compuestos fendlicos del aceite de oliva
(Primeras etapas en el desarrollo de un aceite de oliva funcional), en la cual escogio
como muestra al aceite de oliva para su estudio porque es una principal fuente de
grasa de la dieta mediterranea, para ello quiso demostrar su contenido de compuestos

fenolicos que son beneficiosos para la salud.



2.2. BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION

2.2.1. Cargope (Chamaesyce ophthalmica)

El Chamaesyce ophthalmica pertenece a la familia de las Euphorbiaceae, las
flores son orbiculares que solo resaltan a las vistas, de color rojo en algunas y
otras de color verde, su tallo de forma dicético es largo y crece debajo de la
tierra, con una altura de un metro y medio, puede aumentar de acuerdo a su
desarrollo, tiene el un parecido a un tubérculo, su raiz es delgada y su principal
caracteristica es que al extraerla vota un liquido blanco pegajoso. Esta especie
es usada por los pobladores tradicionalmente. También se le conoce
Rzedowski y Rzedowski (2001) utilizan el nombre Euphorbia
hirta var. procumbens (Boiss.) N. E. Brown; Chamaesyce ophthalmica (Pers.)

Burch es usado ampliamente en las bases de datos de E.U.A.*3

2.2.1.1. Clasificacién botanica:



Division: Angiospermae

Clase: Dicotyledoneae

Orden: Malpighiales

Familia: Euphorbiaceae

Género: Chamaesceyse

Especie: Ch. ophthalmica (Pers) Burch

Nombre comun: Cargope

2.2.1.2. Habitad:

Esta planta crece de forma silvestre en las laderas de los cerros de forma

natural, se mantiene en la temperatura ambiente del lugar, crece todas las

temporadas del afio, pero el invierno es donde las flores crecen. El

Chamaesyce ophthalmica se encuentra en los caserios del norte de nuestro

pais, en el departamento de La Libertad.

2.2.1.3. Taxonomia:



En un estudio realizado en Quindio- Colombia sobre la taxonomia de la
familia Euphorbiaceae determino que la taxonomia de la planta es en las
hierbas, arbustos o arboles, siguiente ejemplo: algunas veces suculentas,
latex lechoso en todos los 6rganos; monoicas, rara vez dioicas. Hojas
opuestas, verticiladas o alternas, frecuentemente seriadas de la misma
planta, simples; en ocasiones caducas particularmente en las formas
suculentas; usualmente peciolada excepto en las suculentas presentes o
ausentes, algunas veces glandulares. Inflorescencia en ciatio con 5 l6bulos
alternos a excrecencias con 4-5 glandulas, estas con o sin apendices. Las
flores estaminadas en 4-5 cimas, subtendidas por bractéolas parcialmente
fusionadas en un involucro o reducido o ausente, desnuda; monéandria,
granos de polen subglobosos, reticulados a tectados, tricolporados, algunas
veces operculados. Las semillas ovoides angulosas o teretes, superficie lisa

o variadamente.™

2.2.1.4. Toxicidad:
En el estudio realizado en Mexico a la familia Euphorbiaceae determino
que la toxicidad de la planta donde existen reportes de intoxicacion de
ganado vacuno el cual consumi6 3 kg de la planta. Los animales
presentaron severas diarreas y debilidad extrema. Su recuperacion, se llevd
varios meses. Se describe que el latex de esta planta provoca irritacion de

las mucosas y que el aceite de las semillas es purgante.’®
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2.2.2. Compuestos polifendlicos:

2.2.2.1. Definicién

Los compuestos polifenoles esta formado por un amplio grupo de compuestos
existentes en el reino vegetal, en la cual desempefian un rol muy importante
en las funciones ecoldgicas como regulacién del crecimiento, defensa frente
agresiones externas de depredadores y microorganismos, resistencia a
enfermedades y estrés, pigmentacién, polinizacion, etc. Sobre todo, son
responsables en gran medida del sabor y color de las plantas.*®

Estos compuestos polifendlicos son metabolitos secundarios de las plantas que
poseen en su estructura al menos un anillo aromatico al que esta unido a uno

0 mas grupos hidroxilo.’

2.2.2.2. Polifenoles y sus beneficios en la dieta
Los compuestos polifendlicos son sustancias bioldgicamente activas, en
estudios in vitro, estudio en modelos de animales e intervenciones en humanos
demostraron que estos compuestos proporcionan un gran beneficio al
organismo en contra de diversas patologias. Sobre todo, sus propiedades
beneficas se basan a la proteccion contra lesiones celulares y subcelulares,
inhibicion del crecimiento de tumores, activacion de los sistemas de
detoxificacion hepatica y bloqueo de las vias metabolicas que pueden

ocasionar enfermedades cancerigenas.*®
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2.2.3. Radicales libres

2.2.3.1. Definicién

Los radicales libres son moléculas capaces de existir de forma independiente
conteniendo en su ultima orbita uno o0 mas electrones desapareados, los cuales
le otorgan a este caracter paramagnético que las torna muy inestables y
altamente reactivas con capacidad para combinarse inespecificamente, con las
diferentes moléculas que integran la estructura celular y los derivados de estas,
y con la capacidad de atacar cualquier tipo de biomolécula.®®

En la cual los radicales libres mas comunes en el organismo son el superoxido,
el radical hidroxilo y el peréxido de hidrégeno, aunque no cumplen con el
requisito de tener electrones desapareados tiene la reactividad necesaria para
ser considerado dentro del grupo. Por su configuracion electrénica estos

radicales presentan una vida media corta.®

2.2.3.2. Mecanismo de formacion de radicales libres
Los mecanismos de formacion de los radicales libres son tres:
1. Transferencia electronica, en la que se produce la cesién de un electrén a
una molécula.
2. Pérdida de un proton de una molécula.
3. Ruptura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula, de
manera que cada fragmento obtenido conserva uno de los electrones

apareados del enlace.?!
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2.2.3.3. Estrés Oxidativo
El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la generacion de especies
oxidativas y los sistemas de defensa antioxidante de un organismo, este
desequilibrio conduce a un gran dafio oxidativo sobre las biomoléculas.
El estrés oxidativo se origina principalmente por dos motivos: el primero
debido a la disminucién de los niveles de antioxidantes debido a las
mutaciones que afectan la actividad de los enzimas antioxidantes, o a toxinas
que causan deplecion de las defensas antioxidantes y el segundo por el
incremento en la produccion de especies reactivas a causa de las exposiciones
a elevados niveles de oxigeno u otras toxinas que en su misma especie son
reactivas o son metabolizadas via generacion de especies reactivas. 2
2.2.3.4. Formacion de un radical libre
Debido a la configuracion electronica, el oxigeno se presenta fuerte tendencia
de recibir un electron a la vez. La conversion univalente de oxigeno en agua
se da como sigue:
La adicion de un electron a una molécula de oxigeno en su estado fundamental
genera la formacion del radical superoxido. 02 + e- — 02 «
El superdxido que recibe mas de un electrén y dos iones de hidrégeno forman
peréxido de hidrogeno (H202) a través de la Proceso denominado como
dismutacion. Esta reaccion es catalizada por la enzima superéxido dismutasa
(SOD) encontrada en altas cantidades en las células de mamiferos y acelera la
reaccion hasta 104 veces la frecuencia de dismutacion espontanea en pH

fisiologico. 202+-+ 2H + SOD — H202

13



Cuando el H202 recibe més de un electrdn y un hidrégeno ion, se forma el

radical hidroxilo (OH ¢), que es el mas reactivo de los intermedios, una vez

que pueda reaccionar y cambiar cualquier estructura celular cercana,

influyendo asi sobre las enzimas, membranas o acidos nucleicos. El radical

hidroxilo se puede formar cuando el H202 reacciona con el hierro o iones de

cobre. Esta reaccion se conoce como reaccion de Fenton.21: Fe2+/Cu+ +

H202 — OHe + OH- + Fe3+/Cu2+

Los iones de los metales de transicion también pueden catalizar la reaccion

entre H202 y superdxido, lo que lleva a la produccion de hidroxilo radical, la

Ilamada reaccién de Haber-Weiss.H202 + 02+ - — Fe/Cu  OH * + OH-

+ 02.23

2.2.3.5.Enfermedades relacionadas al estrés oxidativo
En la actualidad existen diversas patologias implicadas por los ataques de
radicales libres, entre ellas encontramos:
2.2.3.5.1. Cardiopatia: La cardiopatia isquémica y el infarto agudo del miocardio

es la manifestacion de un proceso que comienza con un exceso de
radicales libres, los cuales inician el evento aterosclerotico cuando un
radical libre sustrae en el lumen vascular un electron a la grasa poli-
insaturada del colesterol (lipoproteina de baja densidad); esto llega a
oxidarse y puede producir el comienzo de la formacion de la placa
ateroesclerotica y la disfuncion del endotelio vascular, en la cual permite
el paso de la lipoproteina de baja densidad oxidado al espacio

endotelial.?
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2.2.35.2.

2.2.35.3.

2.2.35.4.

Diabetes: Los antioxidantes alteran a la persona diabética, ya que
produce una disminucion en la actividad de los antioxidantes, en la cual
produce un aumento de especies reactivas. Los radicales libres presentes
en casos de personas diabéticas asocian a la hiperglucemia cronica que
caracteriza a esta patologia, es decir, ante un exceso de glucosa
circulante se activas varias vias metabdlicas no muy usuales en el
organismo.?

Céancer: EIl estrés oxidativo y el proceso tumoral se encuentran
estrechamente relacionado a través de la oxidacion del material
genético, en la cual una pequefia cantidad de oxidantes, como el
peréxido de hidrogeno juegan un papel importante como segundo
mensajero en la transduccidn de sefiales por la activacion diferenciacion
y proliferacion celular. Parece ser que la induccion o inhibicion de la
proliferacion celular se basa practicamente a los niveles de oxidantes y
antioxidantes en la célula.?

Insuficiencia renal aguda, cronica y dialisis: El dafio tubular por
isquemia/reperfusion ocasionado por el aumento del estrés oxidativo de
la insuficiencia renal. Los radicales libres oxidativos producen la
activacion de la enzima xantina-oxidasa y de los neutréfilos
mecanismos importantes del dafio renal isquemia /reperfusion. El 6xido
nitrico parece aumentar en la fase isquémica y los radicales libres
oxidativos en la reperfusion, por lo que el balance de 6xido nitrico y los

radicales libres oxidativos condicionaran el dafio.?
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2.2.3.5.5. Catarata senil: Los radicales libres generados en el cristalino produce

entrecruzamiento, desnaturalizacion, degradacion de sus proteinas y en
otros efectos, forman granulos microscopicos de composicion compleja
por apelotonamiento desordenado de moléculas que crecen en gran

tamafio y cantidad, produciendo opacificacion del cristalino.?

2.2.4. Antioxidante

2.24.1.1.

2.24.1.2.

Definicion

Es una molécula capaz de disminuir, retardar o inhibir la oxidacién de
ciertas moléculas o sustratos, actuando en reacciones cediendo un electrén
0 un &tomo de hidrégeno. De esta forma pueden ejercer su accion
reparando dafio oxidativo, captando especificamente neutralizando
radicales libres o especies reactivas de oxigeno o especies reactivas de

nitrégeno.®
Proceso de oxidacion
El 6xido reduccidn tiene dos procesos basicos:

a) Oxidacion que implica la pérdida de electrones de hidrogeno con
la ganancia de oxigeno en la molécula.

b) Reduccion que significa ganancia de electrones de hidrégeno con
la pérdida de oxigeno. Por lo tanto, el oxidante se reduce al

reaccionar con aquella molécula oxidada.?®
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2.2.4.1.3. Control bioldgico y el éxido — reduccion

En la actualidad existen dos vias fundamentales que protegen al organismo
de los radicales libres, tanto sean enzimaticos como no enzimaticos y su
interaccion sea intracelular o extracelular. La via enddgena necesita de
ayuda externa, es decir, se recomiendan a los antioxidantes exdgenos que

lo podemos encontrar gran parte de ellos en nuestra dieta diaria.*®
2.2.4.1.4. Antioxidantesy la relacion con los ejercicios fisicos

El ejercicio fisico es beneficioso para la salud y el aumento de las defensas
antioxidantes, sin embargo, al realizar ejercicios y sobrecalentamientos en

exceso puede producir efectos que produce el estrés oxidativo.?

2.2.5. Método Foling -cicatiu
Es el método mas simple para la medicion del contenido fendlico en productos. Este
método se basa en que los compuestos fendlicos poseen anillos aromaticos
reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, en un medio con pH basico,
resultando una coloracion azul susceptible determinada espectrofotométricamente
hasta a 765 nm. Este reactivo estd compuesto por una mezcla de wolframato sodico
y molibdato sodico en acido fosforico que reaccionan con estos compuestos

fendlicos presente en la muestra de la especie vegetal.?’
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2.2.6.

Este reactivo es muy estable si estd protegido contra los ductantes e incluso cuando
se diluye si esté protegido de la luz. En los Gltimos afios, el método de ensayo F-C
ha estado a sido usado como una medida de polifenol en productos naturales, y el
mecanismo basico es una reaccidn de oxidacion - reduccién con los grupos fenolico
oxidado y el ion metalico reducido.?®

DPPH

La utilidad del DPPH nos proporciona una manera facil y rapida de evaluar las

actividades de los antioxidantes.

La técnica de DPPH consiste en que un electron impar muestra una fuerte banda de
absorcion a una longitud de onda de 519 nm, perdiendo la absorcién una vez que el
electron impar es emparejado por un hidrogeno o un antioxidante donador de

electrones respectivamente.?®

La prelacion de este ensayo es porque nos ayuda a determinar la capacidad
antioxidante en su amplia compatibilidad con disolventes organicos acuosos y
polares y no polares como es el caso del metanol en medio acuoso. Esto método nos
permite la evaluacion de compuestos antioxidantes hidrdfilos y lipofilos la
capacidad del DPPH de eliminacion en las mismas condiciones experimentales sin
uso de otros agentes solubilizantes como la b-ciclodextrina que son necesarios en

otros ensayos.?
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1.  HIPOTESIS

Implicita

IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion:

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de tipo descriptivo,

con un nivel de enfoque cuantitativo.

Obtencién de la droga vegetal:

La especie vegetal Chamaesyce ophthalmica, fue adquirida en la provincia de
Santiago de Chuco del departamento de la Libertad, en donde se encuentra ubicada

en las alturas los cerros de la ciudad.

El estudio se realiz6 con la raiz de la especie. Esta muestra fue secada en la estufa
a 60°C aproximadamente durante 84 horas, una vez obtenida la muestra seca se

procedié a pulverizarla y almacenarla.
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Extraccion exhaustiva:

Luego de una seleccidn de la raiz de la especie Chamaesyce ophthalmica, obtenida
la muestra pulverizada se pesé 0.5 g de muestra pulverizada. Posteriormente se
realizo la extraccion exhaustiva con metanol al 80% ,15 mL de metanol por tres
veces Y los 0.5g de la muestra pulverizada, los cuales se someten a una agitacion
por 30 minutos, luego de realizar la agitacion, se centrifugd y el sobrenadante
aproximadamente 45 mL se depositdé en una fiola de 50 mL y aforamos con

metanol 80%.

Decoccion:

Para la obtencidn de este preparado se pes6 muestra seca de la raiz Chamaesyce
ophthalmica en 250mL de agua, para posteriormente ser llevada a bafio Maria y
dejar hasta 10 minutos después de la ebullicion, luego de ello se deja enfriar a

temperatura ambiente.

Infusion:

Para la preparacion de esta forma, se calientan 250mL de agua hasta ebullicion,
luego retirar el agua del calor, para posteriormente agregar muestra seca de la raiz
Chamaesyce ophthalmica, aproximadamente 10 minutos, luego se retira la

muestra del agua.
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Determinacion de polifenoles totales mediante el método de Folin — Ciocalteu:

En una fiola de 10 ml se agreg6 2,5 ml de agua tipo 2, después se afiadi6 el estandar
de catequina a concentraciones de 0,5; 1; 2,5; 5y 10 ppm (mg/L) para obtener la
curva de calibracion a las demas fiolas se adiciond 100 pL de extracto metanolico
al 80%, 25ul de infusion y 50 pl de la decoccion. Posteriormente se agregd 500 pL
de Folin Ciocalteu y se llevo a oscuridad por 5 minutos. Pasado los minutos se
agreg6 2 ml de carbonato de sodio al 10%, seguidamente se aford con agua tipo 2
continuando se llevo a oscuridad por 90 minutos, finalmente se realizo la lectura
en el espectrofotémetro UNICO 2800 UV/Vis a una longitud de onda de 700

nanémetros.
Preparacion del DPPH:

Se preparé metanol en 100 ml, en el que se necesitd 2.3mg de polvo de DPPH se
convirtio a gramos y se obtuvo 0.023 gr y se afor6 con metanol en la fiola de

100ml, para tenerlo 0.06Mm.
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4.2.

Determinacién de la capacidad antioxidante segun el método de DPPH:

En una cubeta se adicion6 1450uL. de DPPH a 0.06 mM, se llevd a leer al
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 515nm para obtener la absorbancia a
tiempo cero (DPPH t0), luego de ello se le agregd S0uL del extracto de hojas y se
colocd a oscuridad por un tiempo de 15 minutos para que reaccione, finalmente se
obtuvo la absorbancia a tiempo 15 (DPPH t15). El anélisis se realiz6 por triplicado

para cada una de las muestras.

Como estandar se utilizd el Trolox a concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8

Mm,para obtener la curva de calibracion.

Para determinar el % de inhibicion se utilizo la siguiente formula:

% Inhibicion = DPPH t0 — DPPH t15 % 100
DPPH t0

Poblacion y muestra:

Poblacion: Conjunto de Raiz de Chamaesyce ophthalmica obtenida en santiago
de Chuco

Muestra: 4 kg de raiz de Chamaesyce ophthalmica en buen estado vegetativo

pulverizada.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores:

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Indicador
-Capacidad de captar o
Compuestos que en
Capacidad Inhibir radicales libres.
presencia de sustratos
antioxidante - En cuando hay mayor mM trolox eq/g

de la raiz de la especie

oxidables inhiben la

oxidacion o la retardan.

Captacion de radicales libres

muestra seca

Chamaesyce por un antioxidante, la
ophthalmica absorbancia disminuye.
Compuestos que
comprenden un anillo
aromatico, que lleva uno | Se tomaron muestras de los
Contenido 0 mas sustituyentes | preparados de infusion,
mg catequina eq/g
de Polifenoles hidroxilo, y van desde | decoccion,
de muestra seca
de la raiz de la especie | moléculas fendlicas | extracto exhaustivo y

Chamaesyce

ophthalmica

simples de compuestos

polimerazas.

maceracion acuosa.
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos
Se utilizaron la observacion directa, registro de reacciones de coloracion, medicion

espectrofotométrica, registro en fichas de recoleccion de datos.

4.5. Plan de analisis:

Los datos se procesaron mediante considerando medidas de tendencia central:
promedio, desviacion estandar y presentados en tablas con ayuda de Microsoft

Excel. Regresion lineal para la calibracion del estandar.
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4.6. Matriz de consistencia:

] . INJéFS?IziCI DISENO DE POBLACION Y
TITULO DE LA FORMULACION OBJETIVOS: HIPOTESIS VARIABLE : INVESTIGACION MUESTRA
INVESTIGACION DEL PROBLEMA ON
Determinaci | Poblacion vegetal:
Tendrs . on de
¢Tendra . .
) _— ) Capacidad polifenoles . ;
CONTENIDO con_tenlglt? de Obijetivo general: antioxidante Estudio  de totales segdin Conjunto de la raiz
DE pO“fe_r(‘jOL'iCOS Y | Determinar el contenido de delaraizde la | tipo el método de | de Chamaesyce
capacida ) ) . -
POLIFENOLE | jniioxidante 1a | POlifenolesy la capacidad especie descriptiva. F(_’"” ophthalmica
" .. . Chamaesyce Ciocalteu
S TOTALES raiz de | antioxidante y polifenoles ophthalmica (cargope).
% chlri?;er:’gz” totales presentes en la e Determinaci
. ] Implicita | Contenido 6n de
CAPACIDAD | (cargope)? especie de la raiz de de Polifenoles capacidad
ANTIOXIDA Chamaesyce ophthalmica de laraiz de la antioxidante | Muestra vegetal:
NTE DE (cargope). especie segun el
Chamaesyce método de Se emplearon

Chamaesyce ophthalmica DPPH.

ophthalmica”

(Cargope).

aproximadamente

4kg de la raiz

25




4.7. Principios éticos

Se busco recuperar el conocimiento del uso tradicional de plantas medicinales, no
solamente para preservar su legado cultural, sino también para registrar informacion
relevante y demostrar cientificamente sus efectos terapéuticos que servirdn como nuevas
fuentes de medicamentos y otros beneficios para la poblacion. Como finalidad es contribuir

con la proteccion de la biodiversidad.
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados:

Tabla 1: Contenido de polifenoles totales por cada gramo de raiz de la

especie de Chamaesyce ophthalmica (cargope).

Polifenoles
Parte de la Tipo de totales (mg de
Tipo de muestra
planta extracto catequina eq./g.
de muestra)
Chamaesyce
Raiz Infusion 18.94 + 1.57
ophthalmica (seco)
Chamaesyce
Raiz Decocto 15.09 £ 0.44
ophthalmica (seco)
Chamaesyce
Raiz Metandlico 15.34 £1.89

ophthalmica(seco)

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 2: Capacidad antioxidante de la raiz de la especi de Chamaesyce

ophthalmica
DPPH (nM
Parte de la Tipo de
Tipo de muestra Trolax eq./1g
planta extracto
de muestra)
Chamaesyce
Raiz Infusion 193.14 + 2.56
ophthalmica (seco)
Chamaesyce
Raiz Decocto 217.55 + 2.83
ophthalmica (seco)
Chamaesyce
Raiz Metandlico 192,75+ 2.74

ophthalmica(seco)

Fuente: Datos propios de la investigacion
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5.2. Andlisis de resultados:

En esta investigacion se estudié la raiz de Chamaesyce ophthalmica, para lo cual
se realizd el extracto metanodlico, infusion y decocto. En la que se determino el
contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante.

En latabla 1 podemos apreciar el contenido de polifenoles totales donde se observa
que la infusion tiene mayor contenido con un valor de 18.94 + 1.57, mientras que
extracto metanolico tiene 15.34 £ 1.89 y el decocto contiene 15.09 £ 0.44 mg de
catequina eq/g muestra seca.>°

No se encontraron investigaciones realizadas a la especie y se tomo en cuenta los
estudios realizados en la familia, segin Valenzuela R. en su investigacion
demuestra que hay presencia de compuestos polifenolicos en el extracto de las
hojas de la hierba de la golondrina mostrando como resultados (10.67 mg de acido
galico/g muestra seca)!; sin embargo, en la especie Chamaesyce ophthalmica se
demostro que tiene alto contenido de compuestos polifendlicos en infusién (18.94

+ 1.57mg de catequina eq/g muestra seca).
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En cuanto a la capacidad antioxidante de los extractos como se evidencia en la
tabla 2, el decocto presenta 217.55 + 2.83, mientras que en infusion tiene 193.14
+ 2.56 y el extracto metanélico192.75 + 2.74 mM de trolox eq/g muestra seca.

Segln Valenzuela R. en su investigacion demuestra que el extracto de las hojas de
la hierba de la golondrina tiene una capacidad antioxidante de 9.53 mM de trolox
eq/g muestra seca®; sin embargo, el decocto de la raiz de Chamaesyce
ophthalmica tiene una capacidad antioxidante de 217.55 + 2.83 mM de trolox eq/g

muestra seca.
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VI.

CONCLUSION

Se cuantificaron el contenidos de polifenoles presentes en la especie de
Chamaesyce ophthalmica presente en la raiz concluyendo que existe alta
concentracion de polifenoles en la extraccion de infusion (18.94 + 1.57 de
catequina Eq./g de muestra seca), a diferencia de la muestras realizadas por el
extracto de decoccion y extraccion metanolica. Se logro determinar una mayor
capacidad antioxidante en el extracto por decocto de la muestra de la raiz seca de
Chamaesyce ophthalmica dando como resultado (217.55 + 2.83/mM Trolox Eq./g
muestra seca) a diferencia de las muestras secas preparadas en infusion vy

extraccién metandlica.
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es de Chimbote, cuya determinacion taxonomica servira para la realizacion
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Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para ios fines
que hub_lem‘logar.

Trujilio, 03 de Julio del 2017
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Gréfico 1: Curva de calibracién de polifenoles totales.
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Fuente: Datos de investigacion

Gréfico 2: Curva de calibracion de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)
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