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RESUMEN

Los compuestos fenolicos son el grupo mas amplio de sustancias que se encuentran en
los vegetales y poseen caracteristicas fisicoquimicas que les permiten participar en
distintas reacciones metabdlicas celulares de o&xido-reduccion, las cuales les
proporciona propiedades antioxidantes por lo que tiene muchos efectos beneficiosos
para la salud. El objetivo de la investigacion fue determinar el contenido de polifenoles
totales y la actividad antioxidante de las hojas y flores de tecoma stans L. (huaranhua).
Para ello se trabajé con varios métodos de extraccion como son la extraccion
exhaustiva con metanol, decocto e infusion en agua, para la cuantificacién de
polifenoles se usd el método de Folin-ciocalteu y para determinar la capacidad
antioxidante se utilizd el ensayo de 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazil (DPPH). Los
resultados mostraron la cantidad de polifenoles en hojas y flores de T. stans
obteniéndose (91.51 + 6.24mg de catequina eq /g de muestra seca) y (51.82 + 1.93mg
de catequina eq /g de muestra seca) respectivamente. Asi mismo se mostré una
capacidad antioxidante en las hojas y en las flores de T. stans de (739.10 + 6.39 mM
Trolox eq. /g de muestra seca) y (311.22 + 6.83 mM Trolox eq. /g de muestra seca)
respectivamente. Se concluye que se determind el contenido de polifenoles totales y

capacidad antioxidante en las hojas y flores de Tecoma stans L.

Palabras claves: Tecoma stans L, Capacidad antioxidante, contenido de polifenoles y
DPPH.
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ABSTRACT

Phenolic compounds are the largest group of substances found in vegetables and have
physicochemical characteristics that allow them to participate in different metabolic
reactions of oxidation-reduction cells, which provides antioxidant properties and has
many beneficial effects for health. The objective of the research was to determine the
content of total polyphenols and the antioxidant activity of the extract of the leaves
and flowers of Tecoma stans L. (huaranhua). For this, several extraction methods are
used, such as exhaustive extraction with methanol, decoction and infusion in water.
For the quantification of polyphenols, the Foli-ciocalteu method was used and the 2.2-
Diphenyl test was used to determine the antioxidant capacity. -1-Picrilhidrazil
(DPPH). The results showed the amount of polyphenols in leaves and flowers of T.
stans obtained (91.51 £ 6.24mg of catechin eq / g of dry sample) and (51.82 £ 1.93mg
of catechin eq / g of dry sample) respectively. Likewise, an antioxidant capacity was
shown in the leaves and flowers of T. stans of (739.10 + 6.39 mM Trolox eq. / G dry
sample) and (311.22 £ 6.83 mM Trolox eq. / G dry sample) respectively. It is
concluded that the content of total polyphenols and antioxidant capacity in the leaves

and flowers of Tecoma stans L. was determined.

Key words: Tecoma stans L, antioxidant capacity, polyphenols content and DPPH
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l. INTRODUCCION

Las plantas siempre han sido un recurso valioso para la humanidad debido a su
multiple uso. Desde esos lejanos tiempos hasta nuestros dias hay numerosos estudios
de especies de vegetales medicinales, en el contexto de la investigacién etnobotanica
la medicina tradicional con la medicina cientifica van vincula a través de estudios de
los principios activos y la validacién de la actividad terapéutica de las plantas,
permitiendo disponer de recursos naturales para el tratamiento de diferentes patologias

que afectan comunmente a la poblacion. (1)

El Tecoma stans (huaranhua) es una planta ampliamente usada en la medicina
tradicional y originaria de México y Sudamérica, en nuestro pais tiene una amplia
distribucion como planta ornamental pero muy poco conocido por sus propiedades
medicinales, a pesar de ello en otros paises es muy usado para controlar la diabetes
gracias a su poder hipoglucemiante de igual forma ayuda combatir dolores,
inflamaciones, cancer, también se le atribuye efectos antidiarreicos, antiespasmaodico,

cicatrizante, antioxidante.(2)

Una de las actividades terapéuticas estudiadas del Tecoma stans L. es la actividad
antioxidante teniendo un papel muy importante ya que actian como agentes
protectores de la defensa del nuestro organismo, que son las encargadas de capturar a
los radicales libres, que estan relacionados con las enfermedades provocadas por el

estrés oxidativo. (3)



El estrés oxidativo es la formacidn de radicales libre a una velocidad y cantidad que
supera la capacidad del cuerpo para liberarse de ellos, los radicales libre son aquellas
moléculas organicas o inorganicas inestables con un alto poder reactivo, liberados de
los procesos normales que realiza nuestro organismo como el catabolismo de los
alimentos, la respiracion, el ejercicio, por lo tanto, no son completamente dafiinos. El
dafo que provoca a las membranas celulares, mutaciones del ADN, pasa cuan hay un
desequilibrio superior a lo normal trayendo consigo enfermedades degenerativas y
cronicas como el cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas; y los

antioxidantes frente a los radicales libres son un sistema de defensa. (3.4)

Las enfermedades que se destaca, frente a los ataques de estas sustancias es el cancer
que a aumentando a nivel mundial, por esta misma razon el consumo de sustancias
hechas con plantas medicinales también se ve incrementado, entonces como ya se
menciond los antioxidantes como la vitamina C, vitamina E, fenoles, flavonoides,

polifenoles son una alternativa para su tratamiento (5)

En un pais como el nuestro donde todavia erradica la pobreza, las personas de zonas
vulnerables como las comunidades rurales no tienen mucho acceso a los medicamentos
ya sea por un factor econémico u otros por lo que acuden a las plantas medicinales
como una alternativa terapéutica frente a sus distintas enfermedades. Las plantas
usadas por estas personas en su mayoria son consumidas solo por conocimientos
tradicionales sin una investigacion cientifica que les asegure su fiabilidad, tal es el caso
de la planta en estudio (Tecoma stans), este vegetal en el Peru no tiene estudios debido
a que su uso medicinal no es muy difundido, a pesar que en otros paises han despertado
un interés por esta especie vegetal sus propiedades farmacoldgicas porque en el

mercado ya existen productos naturales que la contienen. Por lo que el estudio de esta



investigacién no solo nos ayudara cuantificar el contenido de polifenoles y la
capacidad antioxidante sino también a difundir su uso para esa poblacion que lo

necesita. (6)

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
OBJETIVO GENERAL

- Determinar el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de las hojas

y flores de Tecoma stans L. (huaranhua)
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el contenido de polifenoles de las hojas y flores de Tecoma stans
L. (huaranhua) mediante el método Folin—Ciocalteu, expresado en mg
catequina eg/g muestra seca

- Determinar la actividad antioxidante de las hojas y flores de Tecoma stans L.

(huaranhua) por el método DPPH, expresado en mM Trolo eq./g muestra seca.



REVISION DE LITERATURA

2.1.ANTECEDENTES

Se han realizados diversos estudios internacionales de la especie Tecoma stans en

los paises de la India, Cuba, México y Venezuela las que se describe en lo siguiente:

En un estudio realizado en la India durante el afio 2017 hacen un estudio para
evaluar la actividad antioxidante y citotoxica de los extractos de Tecoma stans
contra la linea de cancer de pulmén en comparacion de la droga vincristina. Para el
estudio de la actividad antioxidante utilizan el método de DPPH estandar y para la
actividad citotoxica utilizan el ensayo de MTT donde los resultados del ensayo
DPPH muestran que extracto metandlico de T. stans en mayor concentracion (20
ng/mL) muestra un mejor potencial antioxidante que el estandar Acido L-ascorbico
y la actividad toxotdxica mostré que el aumento de la concentracion (100 pg/mL)
del extracto aumenta la muerte celular, es decir que alcanzan un 99% de inhibicién

celular.(7)

Asi mismo otro estudio realizado en la India en el 2011 sobre, Composicion
fitoquimica, actividades antiinflamatorias y analgésicas de Tecoma stans Linn.
(Bignoniaceae) evallan los extractos en comparacion con la Indometacina donde
demuestran que inhibe el edema de la pata de las ratas albinas inducidas con
tarragenina de esta forma ponen en evidencia su propiedad antiinflamatoria y

analgésica de este vegetal. (8)

Ibarra M. en el afio 2009 realizo un estudio para determinacién el cromo como
factor de tolerancia a la glucosa y una caracterizacion fitoquimica de hojas de

Tecoma stans. Donde se evidencio el efecto hipoglucemiante de esta planta en



animales de laboratorio con diabetes inducida; para él, realizacion un tamizaje
fitoquimico pudiendo identificarse alcaloides, camarinas, y sisquiterpenolatonas las
cuales fueron administradas por via oral, para ello se prepar6 4 grupos: una de agua,
infusion de la planta, picolinato de cromo, infusion combinada con picolinato de
cromo. Grupos no diabéticos, utilizaron 45 mg/kg de peso para producir la
hiperglucemia. La hiperglucemia disminuyd hasta en un 33,5 % con 30 g/L de T.
stans, 10,1% con picolinato de cromo 'y 32,3% con la mezcla de T. stans y picolinato

de cromo. (9)

En México durante el afio 2013 realizan un estudio de los diferentes extractos de
hojas y ramas de T. stans al cual evaluaron el potencial antibacteriano contra el
crecimiento de algunos cepas bacterianas humanas utilizando los métodos de
difusion de disco y concentracion minima inhibitoria (MIC) asi como la actividad
antioxidante mediante el método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), a la vez
evaluaron el contenido total de fendlicos y de flavonoides donde encontraron
significativamente una actividad antibacteriano contra bacterias Gram-positivos y
Gram-negativos del mismo modo se hall6 compuestos fendlicos y de flavonoides

con una actividad antioxidante considerable. (10)

Rodriguez O. en su estudio realizado en México el 2015 determind la actividad
hipoglucemiante y antioxidante de la planta Tecoma stans partir de su extraccion
asistida por ultrasonido, este autor menciona que el posible efecto se debe a los
metabolitos fendlicos encontrados que son inhibidores de a- amilasa puesto que
hicieron un analisis in vitro donde se demostré que el extracto etandlico de Tecoma

stans presenta mayor actividad antioxidante e hipoglucemiante. (11)



En un estudio realizado en Cuba durante el 2003 muestra el efecto hipoglicemiante
del extracto fluido de Tecoma stans Linn en roedores para ello realizaron una
evaluacion farmacoldgica preclinica del extracto fluido de Tecoma stans Linn para
dos grupos de estudio, conformados con ratones normoglicemicos y otro grupo con
hiperglicemia inducida con dexametasona y fueron evaluadas a distintas dosis 50,
100, 250 y 500mg /kg encontrandose el efecto hipoglucemiante con 205 y 500mg
para ambos grupos obteniéndose una dosis media efectiva calculada enratones de

278.8mg/kg siendo un efecto parecido a la glibenclamida. (12)

En un estudio realizado en Cuba durante el afio 2002 sobre la Droga cruda y extracto
fluido de Tecoma stans L. encontraron la presencia de epigenina que son
responsables de su propiedad hipoglucemiante, diuréticas, vermifugas, estomacales
y antisifiliticas para ello realizaron el tamizaje fitoquimico de la especie Tecoma
stans L., tanto para la planta seca como fresca. Posteriormente estandarizaron la
droga cruda; y a partir de ella se elaboraron un extracto fluido por percolacion con
etanol al 70 % el cual también fue estandarizado. También realizaron la
identificacion de los flavonoides presentes en la droga y el extracto por
cromatografia en capa delgada, y encontraron en ambos casos, segun el patron

empleado, la presencia de apigenina. (13)

En el aflo 2017 Villarreal S. et al. Realizaron un estudio que tuvo como objetivo
investigar la actividad antibacteriana y antioxidante de especies pertenecientes a la
familia Bignoniaceae, entre estas las especies Spathodea campanulata Beauv.,
Podranea ricasoliana (Tanfani) Sprague, Tecoma stans (Linn.) y Jacaranda
mimosifolia D. Encontrando como resultado de las cuatro especies vegetales

estudiadas en el extracto de las flores de S. campanulata que present6 actividad



frente a Staphylococcus aureus a una concentracion de 0,5 g/mL usando el método
de Kirby-Bauer, asi mismo del extracto de las flores se identificaron flavonoides
usando el revelador NEU ademas se evalud la actividad antioxidante usando el
método DPPH vy el extracto de diclorometano de las flores de la S. campanulata

reveld una buena actividad antioxidante con una CI50 de 940 pg/mL. (14)

2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 ANTIOXIDANTES

2.2.1.1. Concepto

Un antioxidante es cualquier molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion,
es decir la pérdida de uno o mas electrones de otras moléculas, generalmente
sustratos bioldgicos como lipidos, proteinas o &cidos nucleicos de tal forma
mantener las funciones fisioldgicas normales del cuerpo humano. La oxidacion de
tales moléculas podra ser iniciada por dos tipos de especies reactivas: los radicales
libres, y aquellas especies que sin ser radicales libres, son suficientemente
reactivas para inducir la oxidacion de moléculas como los mencionados. Los
antioxidantes no sélo deben estudiarse por sus interacciones quimico/ biolégico,
sino por su funcién en el deterioro oxidativo que afecta a los alimentos porque
también se utilizan en la industria alimentaria como aditivos para retrasar 10s
procesos de oxidacion, en tanto previenen el comienzo de la rancidez oxidativa.

(15)



2.2.1.2 Proceso de oxidacién

La funcion antioxidante se encuentra asociado al proceso de 6xido-reduccién que
remite a dos momentos bésicos: primero la oxidacién que implica pérdida de
electrones de hidrogeno con la ganancia de oxigeno en la molécula y segundo la
reduccion que significa ganancia de electrones de hidrdgeno con la pérdida de
oxigeno. De modo que el oxidante se reduce al reaccionar con aquella molécula
que oxida. Este proceso gquimico sucede de forma cotidiana en el organismo

humano y representa el conocido par 6xido-reductor o balance redox. (16)

FIGURA 1: Proceso de oxido-reduccion
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FUENTE: Elavorada por el autor con informeacicon de la literztura citada

2.2.1.3 Radicales libres

Desde el punto de vista quimico, un radical libre es cualquier &tomo, molécula o
i6n, uno o varias que contenga al menos un electron desapareado o libre en su
orbital mas externo, asi mismo capaz de existir en forma independiente, por la
misma razon son muy reactivos ya que tienden a captar un electrén de moléculas
estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el
radical libre ha conseguido captar el electron que necesita, la molécula estable que

le cede su electron se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un



electron desapareado, iniciandose una reaccion en cadena con moléculas aledanas.
La vida media bioldgica del radical libre es de microsegundos y puede afectar un
millon de moléculas, membranas celulares y tejidos durante la reaccion en cadena.
Los compuestos en cuestion forman parte de las llamados especies reactivas del

oxigeno (ERO). (17)

Los radicales libres se liberan durante los procesos fisioldgicos propios del
organismo tales como el metabolismo de los alimentos, en la respiracion, con la
actividad fisica y también son generados por factores ambientales (atmosféricos,
acuaticos, de suelos), radiaciones (ultravioleta, gamma, hertziana), por consumo
de medicamentos, tabaquismo y/o aditivos de alimentos y hasta por una

inadecuada alimentacion. (15,17)

Los radicales libres no son intrinsecamente deletéreos; de hecho juegan un papel
clave en la homeostasis, como el caso de los neutréfilos, macr6fagos, monocitos,
eosinofilos y fibroblastos los produce radicales libres en cantidades moderadas y
utilizan para luchar contra bacterias y virus. Otro caso es el superoxido (O2)
sintetizada por la oxidasa NADH controla la produccion de eritropoyetina que
participa en el control de la ventilacion, en la relacion del musculo liso y en la
transduccion de sefiales de varios receptores de la membrana celular que activan
numerosas funciones; por lo que mantiene la homeostasis redox, el problema para
la salud se produce cuando nuestro organismo tiene que soportar un exceso de

radicales libres perdiendo el equilibrio homeostatico. (18)



2.2.1.4 Especies reactivas del oxigeno (ERO)

Es un término que se aplica para referirse a un conjunto de moléculas producidas
por la presencia del oxigeno molecular (O2), este es uno de los gases mas
importantes de la Tierra, constituye el 21% de la atmosfera, 89% del peso del agua
de mar y al menos 47% de la corteza terrestre. Por lo mismo, la mayor parte de
los seres vivos utilizamos el oxigeno para respirar y obtener energia, en
condiciones normales, las células metabolizan la mayor parte del O a través de la
formacion de agua, mientras que un pequefio porcentaje forman intermediarios
altamente toxicos debido a que es sumamente oxidante y partir de ellas se forman
moléculas mas reactivas conocidas como especies reactivas de oxigeno (EROs),
como el superoxido (02-), el hidroxilo (OH) y el peréxido de hidrégeno, asi como

los oxiradicales (O2 singulete y doblete). (19)

Principales especies reactivas

a. Anion superéxido:

Es el radical m&s comun y abundante a nivel celular, principalmente se forma en
la cadena de transporte de electrones y en la fagocitosis para ser usados como
defensa contra la agresion bacteriana. Es generada en reacciones de autoxidacion
enzimatica en diferentes organelos celulares. Como en el reticulo endoplasmico.
A través del citocromo P450 y de la flavoporteina NADPH — citocromo P450
reductasa, en el citosol por accion de la enzima xantina oxidasa. Dentro de las
sustancias que se oxidan y permiten la generacioén de radical superdxido se

encuentran; la hemoglobina, mioglobina y catecolaminas. (20)

10



b. Peréxido de hidrégeno (H20>):

No es un radical libre, pero es una forma reactiva de gran importancia, porque
posee la capacidad de generar el radical hidroxilo cuando se encuentra en
presencia de metales como el hierro. Generalmente se forma en la matriz
mitocondrial, al realizar la reduccion parcial de oxigeno o en la dismutacion del
radical superdxido por la enzima superoxido dismutasa, pero también se puede
formar en el Peroxisomas en este organelo se encuentran diferentes proteinas que
pueden dar origen al peroxido de hidrogeno como lo son: el urato oxidasa, la 1-a-
hidroxidcido oxidasa y la D-amnoacido oxidasa. Ademas, algunos
microorganismos como bacterias y micoplasmas liberan H202, el cual por su
capacidad de atravesar membranas biologicas puede causar dafio en el huésped

celular. (21)

¢. Radical hidroxilo

Estos EROs poseen una alta reactividad por tanto tiene una capacidad superior de
causar dafio celular debido a que las células no cuentan con un sistema enzimatico
antioxidante contra este radical, esto es inversamente proporcional a su vida
media. La formacion de esta especie reactiva es a nivel celular se da por varios
mecanismos, dentro de los cuales se encuentra; la radiolisis del agua que contiene
la célula cuando esta es expuesta a radiaciones ionizantes como los rayos X y los

rayos gamma. (22)

11



d. Oxigeno Singlete (02 1)

El ERO singlete es producida en diferentes procesos, como; la fagocitosis,
induccion luminosa, reacciones catalizadas por peroxidasas, entre otras. Es capaz
de modificar diferentes biomoléculas como el DNA vy causar dafios en las
proteinas a través de la oxidacion de ciertos grupos esenciales de aminoacidos
entre los cuales se encuentran; histidina, triptofano, metionina, y residuos de
cisteina. De igual forma, da inicio a la lipoperoxidacién generando radicales como

el alcoxilo (RO y peroxilo (ROO). (21)

Lesiones por especies reactivas de oxigeno

a) Peroxidacion lipidica: Es un mecanismo que se refiere a la degradacion
oxidativa de los lipidos es decir proceso por el cual los radicales libres capturan
electrones de los lipidos, a hora bien; todas las células estan rodeadas por una
membrana bioldgica que las separa del medio extracelular que esta formada
principalmente por lipidos (bicapa lipidica) la que funciona como una barrera de
permeabilidad selectiva por lo tanto son ricas en acidos grasos poliinsaturados que
por lo mismo son vulnerables al ataque de radicales libres que traen como
consecuencia la peroxidacion lipidica. Esta es generalmente inducida por un
radical hidroxilo que extrae un hidrdgeno a la cadena lateral de un acido graso
formando un radical carbonado, lo que genera una cadena de reacciones
oxidativas. (17, 23)

b) Alteraciones del ADN: EI ADN es uno de las moléculas blancos principales del
ataque por los EROs en la célula y las modificaciones que sufre como consecuencia

de esos ataques conllevan a un desequilibrio homeostéatico celular, pérdida que puede

12



prolongarse a alteraciones de las funciones del ADN como reservorio activo de
informacion. producto de ello se produce enfermedades de gran morbilidad y
mortalidad como el cancer. (21, 22)

El ADN sufre diferentes tipos de dafio oxidativo, se reportan los siguientes:
Modificacion de las bases de ADN, Generacidn de sitios AP, Ruptura de una
cadena del ADN, mutaciones, activacion de oncogenes e inactivacion de genes

supresores, dafio endotelial que favorece la metéstasis. (18)

2.2.1.5 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una denominacion asociado al deterioro de las células por
accion de un radical libre que le afecta, asi en condiciones normales se da un
equilibrio entre la produccion de especies reactivas y/o radicales libres con los
mecanismos antioxidantes exogeno y endogeno. Este equilibrio permite que la
toxicidad por oxidacion sea menor y por ende un menor dafo celular. Cuando se
rompe el equilibrio, éste se podra asociar con un deficit en el sistema antioxidante

o por la proliferacion descontrolada de las ERO. (16, 17)

Cuando el aumento del contenido intracelular de especies reactivas del oxigeno
sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se produce el estrés oxidativo, a
través del cual se induce dafio a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas y
acidos nucleicos. El estrés oxidativo se expresa en diversos estados patolégicos
en los cuales se altera la funcion normal de las células, contribuyendo o
retroalimentando el desarrollo de enfermedades degenerativas como la

aterosclerosis, cardiomiopatias, enfermedades neuroldgicas y cancer (17)
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2.2.1.6 Sistema de defensa antioxidante celular

Los antioxidantes son las moléculas de defensa del organismo frente a los
radicales libres, capacidad dada por mecanismos a través de los cuales la célula

inhibe o anula la reactividad que generacién los radicales libres.

Los antioxidantes segun su funcion se clasifican en primarios, secundarios y
terciarios y segun su origen pueden clasificarse como exdgenos y enddgenos. Los
antioxidantes primarios se podrian llamar también de primera linea, ellos
previenen la formacién de nuevos ERO por ejemplo el superéxido dismutasa
elimina el radical superoxido, el glutatién peroxidasa elimina los hidroperdxidos;
los secundaros evitan la reaccién en cadena como la vitamina E, C, &cido Urico y
los terciarios reparan las biomoleculas dafiadas. Por otro lado, por su origen los
antioxidantes enddgenos son los que se sintetizan en el organismo y los ex6genos

son ingeridos a través de la dieta. (24)

2.2.1.7. Principales antioxidantes exdgenos

Como ya se dijo los antioxidantes exdgenos pueden ser adquiridos a través de la
ingesta de los alimentos y una de las fuentes principales son los vegetales por lo
que producen un sin nimero de compuestos antioxidantes que incluyen los

flavonoides, acido ascorbico (vit. C), carotenos, polifenoles, etc.

Vitamina C: Es una molécula altamente soluble en agua y principal antioxidante
que actua como primera defensa de los radicales libres en sangre y plasma, ademas

es un importante cofactor. (25)
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Vitamina E: Es una vitamina lipofilica, de la familia de los tocoferoles. Su forma
bioldgicamente activa es el D — alfa tocoferol, cuyo hidroxilo fendlico en el anillo
de cromano el responsable de la reduccion antioxidante, es asi que inhibe la

peroxidacion de los &cidos grasos (26)

Los polifenoles: Los compuestos polifendlicos, son los antioxidantes més
abundantes de la dieta, cumplen esta accién gracias a su propiedad quelante de
metales de transicién y su accidn atrapadora de ERO. Son sustancias dentro de los

que se destacan las antocianinas, flavonoides, vitaminas y entre otros, (4)

Ademas de participar en la funcién fisioldgica de los vegetales, también son
componentes importantes de la dieta humana, aungue no son considerados como
nutrientes. Son objeto frecuente de investigacion debido a sus diversas funciones
como lo es la asimilacidn de nutrientes, sintesis proteica, actividad enzimatica y
son reconocidos por su remarcada capacidad antioxidante y su utilidad en
diferentes enfermedades como céncer, cardiopatias, Parkinson, Enfermedad de

Alzheimer, enfermedades neurodegenerativas debido al estrés oxidativo. (33)

Meétodo para la cuantificacion de compuestos fendlicos:

Se utiliza el método de Folin — Ciocalteu el ensayo sirve como medida del
contenido en compuestos fendlicos totales en productos vegetales. Basado en la
reaccion de los compuestos fenolico con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH
basico, dando lugar a una coloracion azul susceptible a la deteccion
espectrofotométrica a 765nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato

sodico y molibdato sédico en &cido fosforico y reacciona con los compuestos
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fenolicos presentes en la muestra. El &cido fosfomolibdotingstico formado por las
dos sales en el medio acido de color amarillo, al ser reducido por los grupos
fenolicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que

se mide para evaluar el contenido en polifenoles. (27)

2.22. METODOS DE EVALUACION DE LA CAPACIDAD

ANTIOXIDANTE:

Existen multiples métodos cromdgenos como: el ABTS, DPPH, DMPD, DMPO y
FRAP, que son utilizados para la determinacién de la capacidad de los compuestos
fendlicos, que contienen los frutos, hojas, tallos, semillas, etc de una planta, que
tienden a captar los radicales libres generados. Los métodos mas utilizados son:

ABTS y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil). (28)

Método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil).

Este método emplea el radical DPPH, que es mas estable en el tiempo, debido a la
deslocalizacion del electron libre, de modo que las moléculas no dimerizan, como
seria el caso de la mayoria de los otros radicales libres empelados en otros ensayos.
La deslocalizacion también da lugar al color violeta oscuro. Cuando una solucién de
DPPH se mezcla con la sustancia que puede donar un electron da lugar a la forma
reducida con la pérdida de este color violeta cambiando a un color amarillo palido.
Con este método se mide la captacion de este radical a través de la disminucion de la

absorbancia medida a 515 nm, que se produce por reduccion de un antioxidante. (29)
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2.2.3. Tecoma stans L. (huaranhua)

Las caracteristicas taxonomicas de la especie vegetal son: Reino: Plantae,
Division: Magnoliophyta, Clase: Magnolipsida, Orden: Lamiales, Familia:

Bigoniaceae, Género: Tecoma, Especie: stans
Nombres comunes:

Los nombre comunes o vermiculares son llamadas de distintas formas tales como:
San Andrés, candadillo, copete, machete, etc. (Centro América); ruiborba, saulo
amarillo en (Puerto Rico); fresnillo (Venezuela); aranguaney bobo, chirlobirlo

(Colombia); huaranhua (Per0); tronador, timboco, flor amarilla (México); etc (30)
Descripcion botéanica:

Forma: Arbol de unos 7 a 20 m de altura, con un diametro de 10 a 40 cm. Copa /
Hojas: Hojas compuestas, opuestas e imparipinnadas, copa globosa a piramidal,
ramas largas y delgadas. Corteza: Corteza dura y acostillada. Flor(es):
Inflorescencia en racimo terminal o subterminal, con 20 flores aproximadamente,
Las flores son muy vistosas, pero débilmente fragantes. Fruto(s): Fruto una capsula
alargada, cilindrica y dehiscente, de unos 10 a 25cm de largo y 4.5 de diametro color
verde y se abre en dos partes. Semilla(s): Semillas pequefas, aplanadas y aladas

Sexualidad: Hermafrodita. (11)
Uso terapeutico de Tecoma stans L. (Huaranhua)

Tecoma stans (Huaranhua) ademés de ser una planta medicinal también es una
especie ornamental que esta expandido como decoraciones de calles y parques de

muchas ciudades. Este vegetal se cultiva en América del Norte y Asia Oriental y

17



silvestremente esta distribuida en paises tropicales y subtropicales. T. stans no es una
planta téxica Porque se usa en América Latina como remedio para diabetes v,

ademas, para la alimentacién de ganado vacuno y caprino. (10)

En México y América Central son ampliamente empleados en la medicina tradicional
para el control de la diabetes y el trastorno urinario. Ademas, las flores y las cortezas
se utilizan tradicionalmente para el tratamiento de diversos canceres, asi como

antimicrobianos inhibicién contra el hongo y problemas digestivos. (12)

Ademas (Rodriguez O) en una encuesta bibliogréfica revela el T. stans posee
diversos compuestos bioactivos en las hojas de la planta tales como los alcaloides
monoterpénicos, actidina, boschniakina, tecomanina, tecostatina y tecostidina; los
alcaloides como, indol, eskatol y triptamina, los monoterpenos, aucubin,
plantarenaldside, stanside, stansioside, alfa-stansioside, beta-stansioside y 5-
deoxistansioside, los componentes benzilicos acidos cafeico, paracumarico y feralico
y el flavonoide &cido siringico. En las flores se han identificado dos flavonoides, el
glucosido, y el rutindsido, de cianidin. Las que le confieren diversas actividades
farmacologicas como el antioxidante, depurativo, diurético, antiinflamatorio y otros

mas. (11)

1. HIPOTESIS

Hipdtesis implicita.
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IV. METODOLOGIA.
4.1. Disefio de la investigacion
El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de tipo descriptivo,

con un nivel de orientacién cuantitativo.

4.1.1 Obtencidn de la droga vegetal

El vegetal fue recolectado en 6ptimo estado de desarrollo vegetativo durante el mes
de marzo y junio en el distrito de Mangas de la provincia de Bolognesi del
departamento de Ancash, ubicada a fronteras de la provincia de Cajatambo al
suroeste del departamento de Lima.

El estudio se realizo con las hojas y flores del vegetal. Estas fueron secadas en estufa
a 30° C durante 8 horas, posteriormente pulverizadas y almacenadas hasta la fecha

del ensayo.

4.1.2 Preparacion del extracto metanodlico (CH3:OH 80%) por extraccion
exhaustiva

Para obtener los extractos se utiliz6 0.2510g de las flores y 0.2573g de hojas secas
y pulverizadas, esta se afiadié a un tubo (envuelta con una capa de aluminio) mas15
mL de metanol al 80% luego se coloca sobre el agitador magnético durante 30
minutos, posterior a ello se centrifuga a 6000 rpm (revoluciones) durante 5 minutos
y el sobrenadante se separa y se coloca en una fiola de 50 mL (envuelto con una capa
de aluminio), el proceso se repitio por tres veces para la muestra de flores y hojas
respectivamente, finalmente se lleva a volumen con el solvente y se guarda en el

congelador hasta el momento del anélisis respectivo.
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4.1.3 Preparacion de la muestra por infusion:

En un vaso de precipitacién se agrega 200 mL de agua tipo-II esta se lleva a calor
hasta su ebullicion luego se retira y se agrega 1.5 gramos aproximadamente de cada
muestra seca y pulverizada posteriormente se cubre con papel aluminio y se deja en
reposo durante 15 minutos, el proceso se realizé para ambas muestras. Finalmente se
filtra y se deja enfriar para su posterior anélisis.

4.1.4 Preparacion de la muestra seca en decoccién:

En un vaso de precipitacion se afiadio 200 mL de agua hirviendo tipo-11 mas 1.01g
de hojas y 0.99g de flores de las muestras respectivamente y se somete a ebullicion
durante 15 minutos se cubre con papel aluminio, después de este tiempo se filtray se
deja enfriar para su posterior analisis.

4.1.5 Preparacion del DPPH:

Se prepar6 100 ml del reactivo con metanol, para ello se utiliz6 2.3mg de polvo de
DPPH y se aforé con metanol en la fiola de 100ml, para tenerlo 0.06Mm.
Determinacion de la capacidad antioxidante por el método de 2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazil (DPPH):

En una cubeta se adiciono 1450uL de DPPH a 0.06 mM, luego se llevo a leer al
espectrofotémetro a una longitud de onda de 515nm para obtener la absorbancia a
tiempo cero (DPPH t0), a continuacion, a ello se le agregd 50uL del extracto de hojas
y flores respectivamente y se dejo por 15 minutos en oscuridad para que reaccione,
finalmente se obtuvo la absorbancia a tiempo 15 (DPPH t15). El analisis se realizé
por triplicado para cada una de las muestras.

Como estandar se utilizo el Trolox a concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5, 5, 7.5y 10 mM,

para obtener la curva de calibracion. (30)
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Para determinar el % de inhibicion se utilizo la siguiente formula:

% Inhibicion = DPPH t0 — DPPH t15 X 100

DPPH t0

4.1.6 Determinacion de polifenoles totales por el método de Folin—Ciocalteu:

En una fiola de 10 ml se agreg6 2,5 ml de agua tipo-11, después se afiadié el estandar
de catequina a concentraciones de 0,5; 1; 2,5; 5; 7.5 y 10ppm (mg/L) para obtener la
curva de calibracion, a las demas fiolas se adicion6 50 uL de extracto metandlico al
80%, 50ul de infusion y 50 pL de la decoccion respectivamente a cada fiola.
Posteriormente se agreg6 500 uL de Folin-Ciocalteu y se dej6 reposar por 5 minutos
en oscuridad. Transcurrido este tiempo se agreg6 2 ml de carbonato de sodio al 10%,
seguidamente se aford con agua tipo-1l e inmediatamente se llevé a oscuridad por 90
minutos, El anlisis se realizé por triplicado para cada una de las muestras. Finalmente
se realizo la lectura en el espectrofotdmetro UNICO 2800 UV/Vis a una longitud de

onda de 700 nandmetros.

4.2  Poblacion y muestra

Poblacién vegetal: Conjunto de hojas y flores de Tecoma stans recolectados en el
distrito de Mangas de la provincia de Bolognesi del departamento de Ancash, ubicada
a fronteras de la provincia de Cajatambo al suroeste del departamento de Lima
Muestra vegetal: 500 g de hojas y 500 g de flores de Tecoma stans en buen estado

vegetativo
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variables

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicador

Capacidad
antioxidante de los
extractos de las hojas
y flore de la planta T.

stans

Sustancia que al
encontrarse con un
sustrato oxidable, esta
retarda la oxidacion de

la misma.

Capacidad de secuestro
y/o inhibicion de
radicales libres. (DPPH)

mM trolox eq./g

muestra

Contenido de
Polifenoles de hojas
y flores de la planta

T. stans

Son un grupo de
sustancias heterogéneos
que compartan uno o
mas grupos fenol por
molécula, una
caracteristica comun en

su estructura molecular

. Folin-ciocalteu

mg catequina eq./g

muestra seca

4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos

Se evalu6 tomando como dato el valor de absorbancia medida en el espectrofotémetro

y observacion directa. Los datos obtenidos fueron registrados en fichas de recoleccion

de datos

4.5. Plan de anélisis.

Los resultados se presentaron con datos de medida de tendencia central: promedio,

desviacion estandar, en Microsoft Excel. Regresion lineal para la calibracion del

patron.
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4.6. Matriz de consistencia

TITULO DE
LA
INVESTIGA
CION

Contenido de
polifenoles y
actividad
antioxidante
de las hojas y
flores de
Tecoma stans
L.

(Huaranhua)

FORMULACION
DEL
PROBLEMA

¢Las hojas y flores
de Tecoma stans L.
(Huaranhua) tendra
contenido de
polifenoles y
capacidad

antioxidante?

OBJETIVOS:

Objetivo general: Determinar el contenido de
polifenoles y la actividad antioxidante de las hojas
y flores de Tecoma stans L. (Huaranhua)
Obijetivos especificos:

Determinar el contenido de polifenoles de las hojas

y flores de Tecoma stans L. (huaranhua) expresado

en mg de catequina eq./g muestra seca.

Determinar el contenido la actividad antioxidante
de las hojas y flores de Tecoma stans L.
(huaranhua) expresado en mM de Trolox eq. /g

muestra seca.

HIPOTESIS

Implicita

VARIABLES

Actividad

antioxidante de
las hojas y flores
de Tecoma stans

L. (Huaranhua).

de
polifenoles en las

Contenido

hojas y flores de
Tecoma stans L.

(Huaranhua).

TIPO DE
INVESTIGA
CION

Descriptivo

METODOLOGIA

Diseno de
Investigacion:
-Determinacion  de

polifenoles por el
método de Folin-
Ciocalteu
-Determinacion  de
capacidad
antioxidante por el

método de DPPH.
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4.7. Principios éticos

Teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, se promovera la recuperacion del
conocimiento tradicional sobre el uso de las plantas medicinales, no solo para
preservar su legado cultural, sino también para registrar informacion relevante y
demostrar cientificamente sus efectos terapéuticos que serviran como nuevas fuentes
de medicamentos y otros beneficios para la humanidad. En el caso del manejo de
animales de experimentacion se realizara con respeto de su bienestar de acuerdo a los
propositos de la investigacion, promoviendo su adecuada utilizacion y evitandoles

sufrimiento innecesario.
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V. RESULTADOS

5.1.Resultados

Tabla 1: Contenido de polifenoles totales expresado en catequina equivalente por

gramo de muestra seca de Tecoma stans por pate de la planta y tipo de extracto.

Muestra Partes de la Tino de extracto Polifenoles totales (mg de
planta P catequina eq./g de muestra seca )
. Exhaustiva
Tecoma stans Hojas (Metanol 80%) 72,91 +8.84
Tecoma stans Hojas Infusion 69.30 £ 5.09
Tecoma stans Hojas Decoccidn 91.51+6.24
Exhaustiva
Tecoma stans Flores (Metanol 80%) 40.07 £2.10
Tecoma stans Flores Infusién 34.05 +1.69
Tecoma stans Flores Decoccioén 51.82 £1.93

Fuente: Datos propios de la investigacion
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Tabla 2: Capacidad antioxidante expresado en mM de trolox equivalente por gramo

de muestra seca de Tecoma stans por parte de la plante y tipo de extracto.

Muestra Partes de laplanta  Tipo de extracto O 1 (MM Trolox Eq./1

muestra seca)
. Exhaustiva
Tecoma stans Hojas (Metanol 80%) 617.37 £5.72
Tecoma stans Hojas Infusién 534.07 + 0.56
Tecoma stans Hojas Decoccién 739.10 £ 6.39
Exhaustiva
Tecoma stans Flores (Metanol 80%) 241.51 £ 0.53
Tecoma stans Flores Infusion 139.50 +11.33
Tecoma stans Flores Decoccion 311.22 +6.83

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

La determinacién de polifenoles es un estudio muy comin en investigaciones
terapéuticas de vegetales, por que recientemente se ha reconocido que la salud se
origina a partir de la actividad antioxidante de los polifenoles naturales, un
constituyente esencial de los productos vegetales. En esta investigacion se determind
el contenido total de polifenoles a través del ensayo de Folin-Ciocalteu. Este es uno
de los mas antiguos métodos y mundialmente disefiados para la determinacion de
compuestos polifendlicos, aunque no es selectiva, ya que determina tanto polifenoles
y monofenolicos, aun asi, los reactivos utilizados son idénticos en todos los casos.

(31)

Este método esta basado en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes del reactivo folin-ciocalteu que esta compuesto por molibdato y tungstato
sodico que reaccionan formando complejos de fosfomolibdico-fosfotingstico. La
cual en PH basico hace transferencia de electrones y se reduce los complejos en
oxidos, cromdgenos de color azul intenso de tungsteno y molibdeno, el color es

proporcional al nmero de grupos hidroxilo encontrados en la molécula. (32)

El contenido de polifenoles totales presentes en las hojas de Tecama stans se muestra
en la tabla 1, encontrandose 91.51 + 6.24 /mg de catequina eq. /g de muestra seca en

el extracto de decocto, 72.91 + 8.84/mg de catequina eq. /g de muestra seca en el

+

extracto MeOH 80% y 69.30 + 5.09/mg de catequina eq. /g de muestra seca en el
extracto de infusion. Ademas, en la tabla 1 se muestra el contenido de polifenoles
totales presentes en las flores de Tecama stans, obteniéndose 51.82 + 1.93 /mg de

catequina eq. /g de muestra seca en el extracto de decocto, 40.07 + 2.10/mg de
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catequina eq. /g de muestra seca en el extracto de MeOH 80% y 34.05 + 1.69/mg de

catequina eg. /g de muestra seca del extracto de infusion.

Los resultados se comparan con otra investigacion realizada en las hojas de Tecoma
stans, donde prepararon disoluciones con solventes de distinta polaridad (agua y
etanol), realizando la extraccion via ultrasonica y liofilizadas, finalmente
cuantificaron el contenido de polifenoles totales obteniéndose 204.82 mg EAG/g ES

en el extracto etanolico y (120 mg EAG/g ES) en el extracto acuoso. (11)

En otro estudio que realizaron Salem et al (10) sobre la cuantificacion de polifenoles
encontraron (50.3£3 mg GAE/g extracto) en el extracto metanolico de las hojas de
Tecoma stans y (25.33+0.57 mg GAE/g extracto) en el extracto acuoso de las hojas
de Tecoma stans. En estos estudios claramente nos podemos dar cuenta que la
concentracion de polifenoles totales en la especie vegetal puede variar ya que el
contenido de polifenoles en las plantas puede estar influenciado por las condiciones
ambientales, grado de madurez, composicién del suelo, ubicacion geogréfica y

condiciones de almacenamiento. (33)

Para determinar la capacidad antioxidante se usé el método de DPPH, este es el
método indirecto mas antiguo. La prueba se basa en la capacidad de radicales libres
estables 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo para reaccionar con donadores de H incluyendo

compuestos fendlicos. (31)

La capacidad antioxidante de las hojas de Tecoma stans se muestra en la Tabla 2
obteniéndose (739.10 + 6.39/mM Trolox Eqg. /g muestra seca) en el extracto por
decoccion, (617.37 £ 5.72/mM Trolox Eq. /g muestra seca) en el extracto MeOH 80%

y (534.07 + 0.56/mM Trolox Eq. /g muestra seca) en el extracto de la infusion. Asi
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mismo la capacidad antioxidante de las flores de Tecoma stans se muestra en la Tabla
2 obteniéndose (311.22 + 6.83/mM Trolox Eq. /g muestra seca) en el extracto por
decoccion, (241.51 + 0.53/mM Trolox Eq. /g muestra seca) en el extracto MeOH

80% vV (139.50 + 11.33/mM Trolox Eqg. /g muestra seca) en el extracto de infusion.

A esto se le compara con otra investigacion que realizaron Salem et al. (10) para
determinar la capacidad antioxidante de las hojas de Tecoma stans y obtienen
74.16+0.85 % de actividad antioxidante total en el extracto metanolico y 35.74+0.12
% actividad antioxidante total en el extracto acuoso. Una vez mas se observa la
diferencia de la capacidad inhibitoria en los estudios. Esto posiblemente se deba a la
influencia de los metabolitos secundarios porque ellos son los que permiten
interacciones ecologicas de la planta con su entorno por lo tanto el ambiente donde
se desarrolla el vegetal es un factor principal para que varié su contenido de

metabolitos. (34)

Comparando ambas tablas de los resultados obtenidos afirmamos tanto para los
polifenoles totales y capacidad antioxidante, son las hojas de Tecoma stans las que
tienen mayor cantidad de polifenoles y capacidad de inhibicion a diferencia de las
flores y también se evidencia el extracto donde se conserva y/o retiene méas estas
moléculas es en la coccion de ambas muestras a pesar de que los estudios
evidenciados muestran lo contrario. Esto se justifica con una investigaciéon que se
realiza sobre “El efecto de los métodos de coccion sobre los fendlicos totales y
actividad antioxidante de vegetales verdes seleccionados”, donde ¢l efecto de varios
métodos de coccién en total, los fendlicos fueron significativos (p <0.05) para

pimienta, guisantes y brocoli. Después de cocinar, la actividad antioxidante total
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aument6 o se mantuvo sin cambios dependiendo del tipo de verdura y del tipo de

coccion. (35)

De manera integra, los resultados obtenidos apoyan ain mas la opinion de algunos

estudios realizados que son fuentes prometedoras de antioxidantes naturales
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VI.

CONCLUSION

Se determind el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante en
las hojas y flores de Tecoma stans L., obteniéndose concentraciones
considerables tanto en el extracto metandlico como en la decoccion e infusion
Se determino el contenido de polifenoles totales en el extracto de las hojas y
flores de Tecoma stans, obteniéndose 91.51 + 6.24 /mg de catequina Eq./g de
muestra seca en las hojas y 51.82 + 1.93 /mg de catequina Eq./g de muestra
seca en las flores.

Se determind que el extracto de las hojas y flores de Tecoma stans L. tiene
capacidad antioxidante donde se encontrd (739.10 + 6.39/mM Trolox Eq./g
muestra seca) en las hojas y (311.22 + 6.83/mM Trolox Eq. /g muestra seca) en

las flores.
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Anexos

Anexo 1

Grafico 1: Curva de calibracion de polifenoles totales
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Fuente: Datos de la investigacion
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Anexo 2

Grafico 2: Curva de calibracion de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)
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Fuente: Datos de la investigacion
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Anexo 3

Figura 3: Fotografia de la planta de Tecoma stans
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Anexo 4

Constancia de la determinacion taxondmica de la planta Tecomas stans
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Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo

Facultad de Ciencias Biolégicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Peru

Constancia N° 78 - 2017- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxondmica de un (01) espécimen vegetal:

Division:  Angiospermae

Clase : Dicotyledoneae

Subclase :  Archychlamydeae

Orden: Tubiflorae

Familia : Bignoniaceae

Género:  Tecoma

Especie: T. stans(L.) Juss. ex Kunth

Muestra alcanzada a este despacho por FLORA SANTOS TORIBIO, identificado
con DNI N°45653486, con domicilio legal Villa maria, Mz. F LT. 11, Nuevo
Chimbote; estudiante procedente de la Universidad Catdlica los Angeles de
Chimbote, cuya determinacion taxondmica servira para la realizacion del proyecto
para optar el grado de Bachiller “Efecto diurético del extracto de las hojas de
Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth “timboco”

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines
que hubiera lugar.

cc. Herbario HUT

E- mail: herbariumtruxillensehut@yahoo.com
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