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RESUMEN
El presente estudio de investigacion tuvo como objetivo determinar el contenido de
polifenoles totales y capacidad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de
Echeveria peruviana M. “Siempreviva”. Se empled una extraccion exhaustiva para
obtener el extracto metandlico luego se determind el contenido de polifenoles totales con
el método de Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante se determind mediante la
captacion del radical 2,2 —difenil-1- picrilhidrazil (DPPH). Se obtuvo como resultados
para el contenido de polifenoles totales 4. 09 + 0.14 mg de catequina equivalente/g de
muestra seca y de capacidad antioxidante se obtuvo 9.89 + 0.34 mM de Trolox
equivalente/g de muestra seca. Por lo tanto, se concluye que el extracto metanolico de las
hojas de Echeveria peruviana M. “Siempreviva” presenta polifenoles totales y capacidad

antioxidante.

PALABRAS CLAVE: Echeveria peruviana M., polifenoles, Folin-Ciocalteu, capacidad

antioxidante y DPPH.
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ABSTRACT
The present research study aimed to determine the content of total polyphenols and
antioxidant capacity of the methanolic extract of the leaves of Echeveria peruviana M.
"Siempreviva". An exhaustive extraction was used to obtain the methanolic extract, then
the total polyphenol content was determined with the Folin-Ciocalteu method and the
antioxidant capacity was determined by capturing the 2,2-diphenyl-1-picrilhydrazil
radical (DPPH). The results were obtained for the content of total polyphenols 4.09 £ 0.14
mg of catechin equivalents / g of dry sample and of antioxidant capacity, 9.89 £ 0.34 mM
of Trolox equivalent / g of dry sample were obtained. Therefore, it is concluded that the
methanolic extract of the leaves of Echeveria peruviana M. "Siempreviva" presents total

polyphenols and antioxidant capacity.

KEY WORDS: Echeveria peruviana M., polyphenol, Folin-Ciocalteu, antioxidant

capacity and DPPH
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I. INTRODUCCION
Hoy en dia se habla mucho sobre los radicales libres, ya que ha ido incrementando las
enfermedades en el ser humano hasta tal punto de causar la muerte, estos radicales
libres son sustancias quimicas con uno o méas electrones no apareados en la Gltima
Orbita, estos radicales libres resultan de especies de nitrdgeno o especies reactivas de

oxigeno. @

En el mundo, 1 de cada 6 defunciones es por el cancer, causando al afio 8.8 millones
de muertes. @ La cardiopatia es una enfermedad fulminante que al afio mueren 7.4
millones de personas. @ La diabetes es una enfermedad que sigue prevaleciendo en el
mundo, en 1980 se obtuvo un porcentaje de 4,7% de personas con diabetes y en el
2014 este porcentaje aumenté a 8,5% y en el 2015 la diabetes causo 1,6 millones de

muertes. ¥

En el PerQ, el Departamento de Promocion de la Salud, informa que al afio fallecen
26,200 personas con cancer. ® La Organizacion Panamericana de la Salud, de acuerdo
al sexo de los pacientes, comunico que del 100% de muertes por enfermedades
vasculares, el 31% corresponde a hombres y el 20% a mujeres que murieron por
cardiopatia isquémica, por otro lado informo que la prevalencia de la diabetes en el

Pert es del 7% en adultos mayores de 25 afios y se le atribuye el 2% de muertes. ¢

Los antioxidantes son sustancias que estan presentes en los alimentos diarios que
pueden prevenir los efectos adversos de las especies reactivas en las funciones
fisioldgicas normales del organismo y se utilizan hoy en dia para retrasar el proceso

de oxidacion por lo que muchas personas lo buscan y se interesan por sus beneficios.

®)



En las plantas se encuentran los polifenoles y su contenido depende de la especie,
grado de madurez, genotipo, condiciones ambientales, composicion del suelo,
condiciones de almacenamiento y ubicacion geogréafica, estos son muy importantes
para el organismo por su capacidad antioxidante que ayudan a batallar contra las
enfermedades producidas por los radicales libres, si consumimos 1g de polifenoles su
aporte seria 100 veces mayor a lo de la vitamina E y 10 veces mayor a lo de la vitamina

Cc.©

Desde tiempos antiguos, las propiedades de las plantas han Ilamado la atencion a varios
investigadores para que puedan reconocer su accion terapéutica, siendo diversas
especies estudiadas, la mayoria de las personas utilizan la medicina a base de hierbas
para prevenir y tratar enfermedades. Entre las plantas medicinales tenemos a la
Echeveria peruviana M. “Siempreviva” que viene de la familia Crassulaceae, esta

planta se utiliza en caso de la irritacion del ojo y la inflamacion del oido.

Por lo antes escrito, se plante6 la siguiente pregunta de investigacion ¢El extracto
metandlico de las hojas de Echeveria peruviana M. “Siempreviva” presentara

polifenoles totales y capacidad antioxidante?

Esta investigacion es importante ya que se presenta como una alternativa natural en la
medicina como posible fuente para la sintesis de nuevos farmacos que beneficiara a la
poblacion por su facil obtencidn y acceso con una demostracion cientifica donde se
evaluard la inocuidad para el consumo humano antes de la aplicacion médica para que

se pueda disminuir y controlar las enfermedades producidas por los radicales libres.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

- Determinar el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante del

extracto metanolico de las hojas de Echeveria peruviana M. “Siempreviva”.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el contenido de polifenoles totales del extracto metanolico de las hojas
de Echeveria peruviana M. “Siempreviva” expresados en mg de catequina
equivalente/g de muestra seca.

- Evaluar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de
Echeveria peruviana M. “Siempreviva” expresados en mM de trolox

equivalente/g de muestra seca.

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes
Considerando la revisién previa de estudios sobre el contenido de polifenoles totales
y capacidad antioxidantes de la planta Echeveria peruviana M. se considero

diversificar los antecedentes en cuanto a su familia Crassulaceae.

Elufioye, et al. @ en el afio 2019, efectuaron una investigacion con el objetivo
correlacionar el contenido total de fenoles, flavonoides y taninos del extracto de
Bryophyllum pinnatum (Lam.) (Crassulaceae) con las actividades antioxidantes y
anticolinesterasa, se observo que hubo un mayor contenido de fenoles, taninos y
flavonoides en el extracto metandlico, para capacidad antioxidante, la fraccion de
acetato de etilo elimino mayor cantidad radicales DPPH (IC 50 0.004 mg / ml)

mientras que la fraccion acuosa elimino mayor cantidad de NO y tuyo mayor efecto



reductor férrico de IC 50 0.012 mg/mL y 0.007 mg/mL respectivamente. Por lo
consiguiente, se concluye que los extractos de Bryophyllum pinnatum (Lam.)

(Crassulaceae), si contienen polifenoles y capacidad antioxidante.

Fernandes, et al. @ en el afio 2017, ejecutaron un estudio del cual el objetivo fue
realizar una prospeccion fitoquimica y evaluacion de la actividad antimicrobiana de
las hojas de Sedum dendroideum. Moc. & Sessé ex DC. En la prospeccion
fitoquimica de metabolitos secundarios se evidenciaron la presencia de saponinas,
flavonoides, triterpenos, taninos, esteroides y heterdsidos flavonicos. Se concluyd,
que las hojas de Sedum dendroideum. Moc. & Sessé ex DC contienen metabolitos

secundarios con accion terapéutica.

Bayona, et al. @ en el afio 2017, realizaron una investigacion sobre el contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante que tuvo por objetivo evaluar los parametros
farmacogndsticos y la capacidad antioxidante “in vitro” del extracto etandlico de la
Hoja de aire (Kalanchoe pinnata), se obtuvo que la Kalanchoe pinnata tiene una
humedad residual de 7,91%, cenizas insolubles de 0,99% y cenizas totales 12,6 %,
metabolitos secundario como: taninos, alcaloides, triterpenos y compuestos
fenolicos, por otro lado el valor de contenido de compuestos fendlicos que se
encontrd en el extracto de la kalanchoe pinnata fue de 79,82 mg equivalente a acido
galico/mL de extracto y por otro lado la inhibicién de hierro ferroso demostré un
valor de CI50 equivalente a 12,6 uM de acido /mL. Finalmente, se concluye que el

extracto etanolico de Kalanchoe pinnata demostré potencial antioxidante.



Cuadrado, et al. ®® en el afio 2016, realizaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar
el analisis fitoquimico preliminar, la actividad antibacteriana y antioxidante del
extracto etanolico de las hojas de Kalanchoe gastonis bonnieri Hamet y Perrier
(crassulaceae), tras el andlisis fitoquimico obtuvieron metabolitos secundarios como
terpénicas, flavonoides, triterpenoides, lactonas terpénicas, cardioténicos, taninos y
esteroides, en la actividad antioxidante se demostré un IC50 con valores en 61.65
mg/L (extracto diclorometano) y 48.13 mg/L (extracto etandlico) frente al radical
ABTS vy valores en IC50 en 76.06 mg/L (extracto diclorometano) y 67.53 mg/L
(extracto etandlico) frente al radical DPPH. En conclusion, las hojas de Kalanchoe

gastonis bonnieri Hamet y Perrier (crassulaceae) si presentan actividad antioxidante.

En un estudio realizado en el afio 2015, para aislar los metabolitos secundarios y
determinar las actividades antioxidantes, anticolinesterasa y antibacterianas de
Sedum caeruleum L. que fue realizado por Bensouici et al. ¥ se obtuvo como
metabolitos secundarios al acido ursolico, apigenina, B-sitosterol-3- O -B- d —
galactopiranosido, daucosteril y apigetrina, mientras que el extracto de butanol
obtuvo mayor actividad antioxidante en todos ensayos (valor IC 50: 28.35 £+ 1.22 ug
/ mL en el ensayo DPPH, valor IC 50 : 40.83 + 2.24 ug/ L en actividad quelante de
metales, y valor IC 50 : 23.52 + 0.44 ug / L en CUPRAC). En conclusién, se aislo
por primera vez los metabolitos secundarios de Sedum caeruleum L y se determind

su actividad antioxidante.

Puertas et al. *® en el afio 2014, ejecutaron un andlisis a la especie Kalanchoe

daigremontiana Raym.-Hamet. & H., su objetivo fue evaluar el potencial



antioxidante de los extractos de hojas y flores de Kalanchoe daigremontiana, su
capacidad antioxidante se evaluo a través de 3 métodos: contenido de antocianinas
totales, del cation — radical ABTS y del radical DPPH. Como resultados para la
capacidad antioxidante se obtuvo tanto de hojas como flores EC50= 4,2-4,4 g
extracto/mMol DPPH; 1,71-2,05 mMol Trolox/kg extracto y las antocianinas
presentes fueron pelargonidina, cianidina y delfinidina. En conclusion, las hojas y
flores de Kalanchoe drageimontiana presentaron una significativa capacidad

antioxidante en las hojas y en las flores.

Marquez et al. @® en el afio 2012, desarrollaron la investigacion la cual tuvo como
objetivo determinar el contenido de polifenoles y actividad antioxidante de extractos
de siempreviva de los cuales, el jugo de la siempreviva se obtuvo mayor cantidad de
polifenoes totales que es: 0. 1304 mg ml-1 equivalentes de &cido galico, lo que
representa el 13. 04 por ciento del peso de la muestra y de la capacidad antioxidante
se adquirid resultados significativos, en el extracto etandlico: DPPH 2. 89 — ABTS
4. 10, y en el jugo DPPH 70. 85 — ABTS 94. 20. Por ello, se concluy6 que la

siempreviva si presenta contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante.

Szewczyk et al. 17 en el afio 2012, evaluaron las propiedades antioxidantes de los
extractos metandlicos de diferentes partes de Jovibarba sobolifera (Sims.) Opiz,
Sedum acre L. y Sedum maximum (L.) Hoffm y correlacionar su potencial
antioxidante con la composicion de polifenoles, por lo que se observé que las flores
de Sedum maximum (L.) Hoffm presentaron mayor cantidad de polifenoles totales

con un valor de 96,68 pg/g y la mayor capacidad antioxidante se hallo en las flores



de Jovibarba sobolifera (Sims.) Opiz con una valor de IP =92% y Sedum maximum

(L.) Hoffm con una valor de IP = 94.2% caracterizandose como secuestradores de

radicales DPPH. Por ende, se concluye que los extractos metanodlicos de las flores de

Jovibarba sobolifera (Sims.) Opiz y Sedum maximum (L.) Hoffm, presentan

capacidad antioxidante.

2.2. Bases teoricas de la investigacion

2.2.1.

2.2.2.

Fitoterapia

La fitoterapia implica coleccionar antecedentes que se encuentren en la historia
sobre efectos curativos de diferentes plantas y llevarlas a investigaciones cientificas
con la finalidad de implantar seguridad conforme con la tecnologia para la
investigacion de nuevos principios activos, por eso se ha conseguido distinguir
vegetales con determinadas acciones curativas, excluyendo diferentes plantas que
podrian llegar a ser toxicas, las cuales se han fundamentado en convicciones de su
efecto terapéutico como de sus efectos no terapéuticos porque que se ignora los
componentes de cada una de las especies vegetales como procesos bioguimicos que

van a producirse en el organismos cuando se consumen- ¢8)
Plantas medicinales

Son plantas que contienen en sus partes, los principios activos, que fraccionados en
dosis aptas, ejecutan efectos medicinales en enfermedades que padece la poblacion
humana. Se estima que en la actualidad el 10% de especies de plantas que se
conocen se consideran medicinales ya que estan coleccionadas en tratados médicos
de fitoterapia, modernos y de épocas antiguas porque presentan algin uso
medicinal. El estudio de las plantas medicinales implica sustancias que tienen

accion farmacoldgica en los seres vivos. 9



2.2.3. Principio activo

Son aquellas sustancias de origen: vegetal, humano, microbioldgico, quimico o

animal, que contienen actividades farmacoldgicas especificas. %
2.2.4. Extracto vegetal

El extracto vegetal, es un concentrado que es de origen natural, obtenido de una
planta tras procesos adecuados para consolidar la consistencia de los componentes

beneficiosos. ¢V

2.2.5. Taxonomia (22)

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden . Saxifragales

Familia : Crassulaceae
Subfamilia : Echeverioideae
Género : Echeveria peruviana

Nombre comun: Siempreviva
2.2.6. Descripcién botanica

Hierba suculenta con hojas obovada espatuladas carnosas de color verde que miden
5-7.5 cm de largo y dispuestas en rosetas, inflorescencia con pedicelos de 3-12 mm,
corola de 12-15 mm de largo de color rosada, su tallo mide 4 cm de ancho y 8 cm

de largo de color crema. 3



2.2.7. Habitad y distribucion geografica

La Echeveria peruviana M., crece en huertos familiares de suelos negros. Es
originaria de América Central y de América Noroccidental, en zonas peculiares por

sus fuertes oscilaciones del clima entre dia y noche. ?%
2.2.9. Uso tradicional

Se emplea para la inflamacion de la vista, rifiones, higado, nervios, corazén y para

el dolor de oido. ®®
2.2.10. Radicales libres

Son especies quimicas que pueden existir de forma independiente y tienen
electrones desapareados por lo que captan un electron de otros dtomos con la
finalidad de llegar a su estabilidad electroquimica, luego la molécula que pierde
su electron se convierte en un radical libre ya que se queda sin un electrén,
dandose asi una reaccion en cadena. A causa de que los radicales libres no tienen
receptores especificos, actlan de manera agresiva sobre los tejidos vivientes y
células. Nuestro organismo genera diferentes radicales libres como: Especies
Reactivas de Nitrogeno y las Especies Reactivas de Oxigeno, siendo su principal
fuente los lisosomas, los peroxisomas, las mitocondrias, la membrana nuclear, la
membrana del reticulo endoplasmico y la membrana citoplasmica; por otro lado,
también son producidos por la contaminacion ambiental, el tabaco, la exposicion
a radiaciones ionizantes, los medicamentos, los xenobidticos y los aditivos

quimico en alimentos procesados. 6



Clasificacion de los radicales libres del oxigeno

* Radicales libres inorganicos: Se originan a partir de la transferencia de
electrones en el &tomo de oxigeno, por lo que exhiben diferentes estados durante
el proceso de reduccion y tienen una vida media muy corta. Los radicales libres

inorgéanicos son: el dxido nitrico, radicales hidroxilo y aniones superéxido. ¢

* Radicales libres organicos: Se pueden producir por transferencia de un electrén
de un radical primario a un &omo de una molécula orgénica o por dos radicales
inorgénicos que reaccionan entre si, y su vida media es mas larga que los
inorganicos. Los atomos fundamentales de las biomoléculas son: oxigeno,

carbono, azufre y nitrégeno. ?®

* Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del oxigeno:
Incluyen un grupo de sustancias quimicas que no son radicales libres, pero son
productores de estas sustancias, su reduccion o metabolismo, que incluyen el
oxigeno singlete, hidroperdxido organico, acido hipocloroso, peréxido de

hidrégeno y peroxinitrito. ¢7
Especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno pueden ser producidas por mecanismos
exogenos como el ejercicio excesivo, mediadores de la inflamacion, como las
reacciones enzimaticas y las prostaglandinas, como la reaccion de Fenton y el
metabolismo oxidativo; o mecanismos endogénos como los pesticidas, la

polucidn, los rayos ultravioleta, el cigarrillo y los agentes fotosensibilizadores. ?°)

Las especies reactivas del oxigeno se clasifican en:

10



* Perdxido de hidrégeno (H202)

Fenton, en el siglo XIX, indico el potencial oxidante de este no radical libre que
cuando se mezcla con sales de hierro produce radicales hidroxilos altamente
nocivos, por lo tanto su reactividad se basa principalmente por la disposicion de
metales de transicion y su alta difusion por medio de la membrana. Los radicales
hidroxilos se obtienen por diferentes vias como la reduccion directa del O2 por 2
electrones, la reduccién del anion superoxido por la enzima superoxido dismutasa
de manganeso en la mitocondria o superoxido dismutasa de cobre y zinc en el
citosol y mediante las reacciones catalizadas por el aldehido oxidasa y xantina

oxidasa. ¢
* Oxigeno singlete (102)

Es uno de los radicales més reactivos, tiene una vida media méas corta, es una
especie excitada de oxigeno molecular, cuando se forma, quita un atomo de
hidrogeno a un &cido grado insaturado para originar un radical lipidico, por otro

lado regala un electrén al oxigeno molecular para producir 02-. ?%
* Anién superoxido (02-)

La disminucion del oxigeno a través de la captacion de un electron que procede
de la cadena respiratoria mitocondrial, dara como resultados la formacion del
anion superoxido, es mucho mas reactivo en un medio hidrofébico que en una
disolucion acuosa, este radical actia como oxidante debil o reductor al donar un

electrén a un metal de transicion oxidado. ¢V

11



2.2.11.

2.2.12.

* Radical hidroxilo (-OH)

Es el radical mas reactivo, reacciona con las especies que tienen una constante de
velocidad de 109 -1010 M-1 x s-1, se obtienen a los radicales hidroxilos a partir
de O2¢- y H202, a través de las reacciones de Haber-Weiss y Fenton las que
necesitan metales de transicion (Fe+3 o Cu+2) como catalizadores, por su

reactividad acttia en lugares cerca de su sitio de produccion. ¢
Estres oxidativo

Es el desequilibrio entre la produccion de radicales libres y los antioxidantes, lo
que hara que aumente la produccién de radicales libres, esto es debido a una alta
exposicion a las concentraciones de oxigeno o la presencia de toxinas que son
metabolizadas para producir radicales libres también se debe a la deficiencia de
vitaminas como las de tipo E, C, etc. lo que lleva a la disminucion de

antioxidantes. %
Radicales libres y el cancer

El cancer es un grupo de enfermedades que tienen algo en comdn: las células
normales se transforman en otras células que tienen una forma muy peligrosa para
el cuerpo humano. Las células normales se convierten en células cancerosas
debido a cambios o mutaciones en el ADN. A veces, la carga genética de esas
células ha cambiado, muere o es eliminada en los ganglios linfaticos. Sin embargo,
a veces todavia estan vivos y se reproducen, por lo que a medida que se forma una
gran cantidad de células cancerosas, se juntan, presionan o0 bloguean otros
organos, lo que les impide funcionar. Como no se limitan al espacio original en el

que se formaron se extienden a otras areas siendo invasivas. ¢4
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2.2.13.

Las enfermedades con una mayor repercusion tumoral son la anemia de Fanconi,
Ataxia Telangiectasia o sindrome de Bloom, en las cuales hay alteraciones en los
mecanismos de defensa antioxidante en la sangre y en los tejidos de las personas
afectadas. Diversos estudios epidemiologicos han demostrado que las personas
que consumen alimentos ricos en antioxidantes tienen una menor incidencia de
tumores. El estrés oxidativo esta estrechamente relacionado con la oxidacion del
material genético en el proceso tumoral ya que la oxidacion de la guanina impulsa
a errores en la replicacion del ADN por la polimerasa dependiente de ADN, estos
cambios conformacionales son los encargados de apareamiento de las bases
nucleotidicas no complementarias ya que permiten establecer puentes de
hidrogeno con adenina y tiamina. Entre los cambios metabdlicos observados en
las células tumorales, ademas del hecho de que el sistema antioxidante de estas
células se reduce significativamente, la produccion de peréxido de hidrdgeno
también es prominente, lo que las hace susceptibles de presentar una o mas
alteraciones en el gen supresor que conducen a la proliferacidn y propagacion de

células malignas. @538
Radicales libres y la cardiopatia

La cardiopatia isquémica es una enfermedad que dificulta que llegue la sangre
necesaria al corazon debido a la arterioesclerosis, mientras que el infarto agudo al
miocardio es una necrosis miocardica que ocurre debido a una obstruccion aguda

de las arterias coronarias. (3949

Cuando se interrumpe el flujo de sangre, inmediatamente se presenta un periodo
de reperfusion que dafara seriamente la estructura del musculo cardiaco, este dafio

implica una serie de eventos, como el desacoplamiento de la fosforilacién
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2.2.14.

2.2.15.

oxidativa, cambios en el estado de la homeostasis de iones y produccion de
radicales libres derivados del oxigeno, el dafio causado por los radicales libres
derivados del oxigeno estd relacionado con la peroxidacion lipidica de la
membrana, por lo que se produce la fragmentacion de los fosfolipidos y pierde su

integridad. %
Radicales libres y la diabetes mellitus

La diabetes mellitus es un cambio metabdlico que se caracteriza por la presencia
de hiperglucemia crénica, acompafiada por cambios en el metabolismo de los

carbohidratos, lipidos y proteinas. “?

La hiperglucemia intra y extracelular producira mas radicales libres,
principalmente radicales libres de superdxido, lo que aumenta el dafio por estrés
oxidativo, siendo un factor que contribuye al desarrollo de diversas
complicaciones relacionadas con la diabetes mellitus, también esta relacionado
con la muerte celular programada y la resistencia a la insulina de las células B de
los islotes de Langerhans, que se encuentran en diabetes mellitus tipo 1 y diabetes
mellitus tipo 2, cuando el oxigeno no se reduce por completo en el proceso de
fosforilacion oxidativa, los radicales perdxido de hidrogeno, anion superoxido e
hidroxilo, causan dafio celular a través de la oxidacion de proteinas, lipidos y

cortes en la doble cadena del DNA. “3
Polifenoles

Tienen una geometria molecular con uno o varios anillos fenolicos, los polifenoles
se encuentran en las plantan, quienes los sintetizan en gran cantidad resultado de
su metabolismo secundario, son muy beneficiosos ya que intervienen en la funcién

de defensa contra el estrés. 44
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Clasificacion

Tenemos a diferentes polifenoles que se clasifican de acuerdo a sus anillos

fenolicos y sus estructuras.

- Fenoles acidos: Son sustancias con anillos fendlicos y grupos funcionales de
acido carboxilico orgénico. La capacidad antioxidante de estos polifenoles
aumenta con la presencia de mas de un grupo hidroxilo junto a una mayor
separacion del grupo carbonilo del anillo aromatico. Por ejemplo, en términos de
actividad antioxidante, el acido hidroxicinamico es mas efectivo que el acido

hidroxibenzoico. “°

- Fenoles simples: Son compuestos con 2 o 3 grupos hidroxilos en el anillo
aromatico y la gran parte de fenoles simples son compuestos monoméricos de los
polifenoles y acidos poliméricos. Existe evidencia de que estos fenoles simples
tienen actividades bioldgicas importantes ademas de sus propiedades

antioxidantes, como antibioticos, repelentes de insectos y farmacos citotdxicos.

(46)

- Acidos hidroxibenzoéicos: Presentan un grupo carboxilo y un grupo hidroxilo
en un anillo aromatico. Muchos estudios han reportado la actividad bioldgica del
acido hidroxibenzoico que tiene un efecto protector sobre el dafio hepético en

modelos animales. 47

- Lignanos: Son derivados de la fenilalanina y alcoholes cindmicos. Estos
compuestos se encuentran en diversos alimentos como las uvas, hortalizas y
granos, son considerados fuentes de fitoestrogenos en la dieta y han demostrado

tener un gran poder antioxidante. “®
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2.2.16.

- Quinonas: Estan presentes en la naturaleza, producen la dicetona a partir de la
oxidacion de compuestos aromaticos. Entre las quinonas tenemos a las
antraquinonas que presentan 2 anillos fenolicos en la estructura de la quinona, por
ejemplo la naftoquinonas y emodin que presentan un solo anillo aromatico junto

a un anillo conjugado por un grupo cetona doble.

- Estilbenos: Tienen 2 grupos fenilos que estan conectados a travées de un puente
de metileno de dos carbonos. La mayoria de estos compuestos se manifiestan
como fitoalexinas antimicoticas que se sintetizan solo como respuesta a una lesion
o infeccion. El resveratrol es un estilbeno que actla contra la inflamacion,

enfermedades cardiovasculares, artritis y retrasa el envejecimiento. “®

- Flavonoides: Derivan de la fenilalanina, tirosina y aminoacidos aromaticos, son
sefialadores quimicos gracias a su bajo peso molecular. Los flavonoides son
inhibidores potentes para varias enzimas, como la ciclooxigenasa (COX), xantina
oxidasa (XO), lipoxigenasa y fosfoinositida 3-quinasa. En las plantas se

encuentran en las partes aéreas. 9
Beneficios de los polifenoles

Los polifenoles captan los radicales libres y quelantes de metales convirtiéndose
en antioxidantes naturales, por lo que benefician a la salud, como en la prevencion
de enfermedades cardiovasculares ya que restablece la flexibilidad de los vasos
sanguineos debido a la oxidacién de la lipoproteina de baja densidad, en la
prevencion de la diabetes mellitus porque estimula la secrecién de la insulina, en
la prevencion del cancer debido a que ayuda al metabolismo de las toxinas para

prevenir sus efectos nocivos y evitar su desarrollo, también contiene minerales
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2.2.17.

2.2.18.

como el hierro y el sodio que son necesarios para el buen funcionamiento del

organismo y abarca un alto contenido en fibra para regular la digestion. ¢152)
Antioxidante

A partir de los procesos metabolicos producidos en la célula, se da lugar a la
formacion de radicales del oxigeno y los del nitr6geno, por lo que se han
desarrollado diferentes mecanismos de proteccion que previenen la sintesis de
radicales del oxigeno y del nitrégeno. Un antioxidante es una sustancia que tiene
la capacidad de evitar la oxidacion de las células, ya sea por medio de
estabilizacion de especies reactivas o por estabilizacion de estas sustancias. Los
antioxidantes tienen una funcion homeostatica muy relevante, como lo es en el
manejo del contenido de especies reactivas en el organismo por debajo de niveles

citotoxicos. ©3
Clasificacion de antioxidantes
a. Enddgenos

Se ubican en el organismo y son sintetizados por sus células. Por ejemplo:
Glutatién, acido tidtico, coenzima Q, cofactor, enzimatico, superdxidodismutasa,

cobre, zinc, catalasa, magnesio, hierro, glutation peroxidasa y selenio. ¢4
b. Exdgenos

Entran a través de la dieta que se consume a diario. Por ejemplo: polifenoles,

licopeno, betacaroteno, Vitamina C y Vitamina E. ¢4
Aplicaciones de los antioxidantes

Las industrias farmacéuticas centran toda su atencion en los antioxidantes gracias

a su capacidad de reducir el dafio causado por ciertas especies reactivas (oxigeno,
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2.2.19.

2.2.20.

nitrogeno e incluso cloro), el papel que desempefian los radicales libres en
diversas enfermedades proporcionan una nueva forma de tratamiento médico para
reemplazar los antioxidantes sintéticos con ingredientes naturales, en la industria
alimentaria, los antioxidantes alimentarios cumplen un papel vital en la

conservacion de alimentos. ©®
Relacion entre antioxidantes — ejercicio fisico y la salud humana

El ejercicio fisico regular y sistematico es beneficioso para la salud e incrementa
las defensas antioxidantes, no obstante se sabe que durante el ejercicio fisico hay
un aumento de radicales libres que dafian a los tejidos y érganos, el ejercicio fisico
aislado puede aumentar el dafio oxidativo, por el contrario, el entrenamiento
regular y sistematico reducira estos efectos, pero sin exigir mas de lo normal al
cuerpo ya que conduce al estrés oxidativo porque el &cido lactico convierte el
superoxido a un hidroxilo que es altamente dafiino para la célula, por eso es
importante que en la dieta de los atletas estén presentes alimentos que contienen

antioxidantes porque reduce el estrés oxidativo. ¢®
Consejos desde la farmacia 7

- El quimico farmacéutico debe indicar que el consumo adecuado de antioxidantes
ayuda a prevenir las enfermedades producidas por los radicales libres.

- Orientar una dieta principalmente con frutas, legumbres, verduras y alimentos
ligeramente refinados.

- Recomendar un estilo de vida saludable y ejercicio fisico regular para mantener
un indice de masa corporal entre 18.5 a 24.9.

- Tener mucho cuidado a la hora de recomendar suplementos con antioxidantes ya

que cada organismo es diferente.
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2.2.21.

2.2.22.

Meétodo de Folin-Ciocalteu

Este método permite determinar el contenido de polifenoles totales en plantas o
frutas, el método se fundamenta en la reduccion de los polifenoles totales con el
reactivo de Folin-Ciocalteu, lo que produce una combinacion de Oxidos de
tungsteno 'y molibdeno obteniendo una coloracion azul mediante el
espectrofotometro. Se utiliza como estandar a la catequina o acido galico y los
resultados se expresan en mg Equivalentes de catequina/g muestra seca 0 en mg

Equivalentes de acido galico/g muestra seca. %
Método del 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH)

La molécula del DPPH es un radical libre estable por la deslocalizacion de un
electron desapareado, esta deslocalizacién aumenta la intensidad del color violeta
del radical, el cual por la presencia de antioxidantes cambia progresivamente a un
color amarillo porque se dona un atomo de hidrogeno. EI método es utilizado para
determinar la capacidad antioxidante y se realiza mediante el espectrofotémetro a
una longitud de onda de 515 nm. Los resultados se expresan en mMol trolox eq./g

muestra seca. ©9

111. HIPOTESIS

Implicita

IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion

El

disefio del presente estudio es de tipo no experimental de nivel descriptivo con un

enfoque cuantitativo.
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4.2 Poblacion y muestra
Poblacion: La Echeveria peruviana M. “Siempreviva” ” en el caserio de

Santimgrande, Distrito Sartimbamba, Provincia Sanchez Carridn, Region La Libertad.

Muestra: 500 mg. de hojas de Echeveria peruviana M. “Siempreviva”.
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4.3. Definicidn y operacionalizacion de variables e indicadores

DEFINICION CONCEPTUAL

DEFINICION OPERACIONAL

INDICADORES

VARIABLE
Contenido de polifenoles
totales del extracto

metanolico de las hojas de
Echeveria peruviana M.

“Siempreviva”

Capacidad antioxidante del
extracto metandlico de las
hojas de Echeveria peruviana

M. “Siempreviva”

Los fenoles son grupos hidroxilos
unidos a grupos fenilos, si los
grupos fenilos tienen méas de un
grupo hidroxilo, se denomina

polifenoles.

Sustancia protectora que tiene la

mision de contener el dafio

oxidativo, reaccionando con los

radicales libres y los destruye.

El contenido de polifenoles se
determind con el reactivo de Folin
Ciocalteau mediante la obtencion
de valores de absorbancia a través
de un espectrofotometro.

Se determindé mediante el método
DPPH obteniendo porcentajes de
inhibicion. 'y la concentracion

milimolar equivalente a trolox.

mg de catequina equivalente/g de

muestra seca.

mM de Trolox equivalente/g de

muestra seca.
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Recoleccion de la especie vegetal

Se recolecto las hojas de Echeveria peruviana M. “Siempreviva” en el caserio de
Santimgrande, Distrito Sartimbamba, Provincia Sanchez Carrion, Region La

Libertad.
Identificacidn y determinacion taxonomica de la especie

Se depositd un ejemplar de la planta en el Herbario Antenor Orrego (HAO), para su

identificacion taxondmica respectiva. (Anexo 1)
Preparacion de la muestra

El material vegetal tras la recoleccion fue llevado al laboratorio de investigacion de
la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote, luego se seleccionaron las hojas
qgue se encontraban en buen estado y se eliminaron los residuos organicos e
inorganicos. Posteriormente, se lavd las hojas Echeveria peruviana M.
“Siempreviva” con abundante agua potable. Lavadas las hojas se contaron por la
mitad, se trozaron y luego se colocaron en la estufa a 40°C durante 5 dias. Una vez
secada la muestra vegetal se procedié a molerlas en el molino de cuchillas. El
material que se obtuvo de la trituracion se paso por un set de tamices para su posterior
almacenamiento en un frasco de vidrio de color ambar de boca ancha protegido de la

humedad y luz directa, hasta su posterior utilizacion.
Preparacion del extracto metanolico 80% (Extraccion exhaustiva) €9

Se pesdé 0,3923 g. de muestra seca de hojas de Echeveria peruviana M.
“Siempreviva”, se coloco en un tubo falcon, el cual se envolvid con papel aluminio

para gue no se degraden los polifenoles totales ya que pueden ser sensibles a la luz
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de los rayos solares, en el tubo falcén se afiadio 15 mL. de metanol 80% + 0,1% de
acido formico y se coloco en un agitador magnético por 30 minutos, luego se llevd
por 5min. a la centrifugadora a 6000 revoluciones por minuto, finalmente se agrego
el sobrenadante a fiolas de 50 mL., repitiendo el proceso de extraccion 3 veces, se

aford y se coloco el extracto en un congelador a una temperatura de -8 °C.
Determinacion de polifenoles totales mediante el método de Folin — Ciocalteu (6%

En una fiola de 10 mL. se afiadi6 2.5 mL. de agua tipo 2, para lograr obtener la curva
de calibracion se adiciono como estandar a la catequina a concentraciones de 10;
7.5;5;2.5;1; 0.5 ppm (mg/L) , seguidamente se agrego6 a las fiolas 50 puL del extracto
metanolico al 80% y 500 uL del reactivo de Folin — Ciocalteu; luego se colocé a
oscuridad por 5min. Seguidamente se agregd 2 mL. de carbonato de sodio 10% Y se
aforo con agua destilada, se volvio a llevar a oscuridad pero esta vez por 90 min.,
finalmente se realiz6 la lectura a 700 manémetros en el espectrofotometro. Se realiz6

el ensayo por triplicado.

Determinacién de la capacidad antioxidante mediante la captacion del radical

2,2 —difenil-1- picrilhidrazil (DPPH) €0
Preparacion del DPPH

Se convirtié 2.3 mg. de polvo de DPPH a 0.023 g., el cual se aforo con metanol en

una fiola de 100mL a una concentracion de 0.06 mM.
Determinacion de la capacidad antioxidante

Se preparé estandares de trolox con diluciones de 10; 7.5; 5; 2.5; 1; 0.5 ppm. Para
conseguir su absorbancia a tiempo 0, se agregd a una cubeta 140 pL de DPPH a la

concentracion de 0.06 mM. que fue llevado al espectrofotometro a 515 manémetros,
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4.5.

seguidamente se adiciono 50uL del extracto de hojas de Echeveria peruviana M.
“Siempreviva”, para ser llevado a oscuridad por 15 min. y asi reaccione,

obteniéndose la absorbancia a t15. Se realizé el ensayo por triplicado.

La capacidad antioxidante se determin6 mediante la formula:

o Abs DPPH t0 — Abs DPPH t15
% inhibicion = Abs DPPH0 x100

Las absorbancias de los estdndares y las muestras obtenidas del espectrofotometro se

registraron en una ficha de recoleccion de datos para su respectivo procesamiento.

Plan de analisis
Los resultados se procesaron en el programa de Microsoft Excel obteniendo la media,

desviacion estandar y graficos para plasmar la curva de calibracién de los estandares.
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4.6. Matriz de consistencia

metandlico de las hojas de Echeveria
peruviana M. “Siempreviva”
expresados en mg de catequina
equivalente/g de muestra seca.

- Evaluar la capacidad antioxidante
del extracto metandlico de las hojas
de  Echeveria  peruviana M.
“Siempreviva” expresados en mM de
trolox equivalente/g de muestra seca.

hojas de
Echeveria
peruviana M.
“Siempreviva”.

Titulode la | Formulacion del Objetivos Hipétesis Variable Tipo de Metodologia
Investigacion Problema investigacion
Contenido de | ¢El extracto | Objetivo general -Implicita. -Contenido de | El disefio de la | -El contenido de
polifenoles metanolico de las polifenoles totales | presente polifenoles totales
totales y | hojas de | -Determinar el  contenido  de del extracto | investigacion es | se determiné
capacidad Echeveria polifenoles totales y capacidad metandlico de las | de tipo no | mediante Folin-
antioxidante peruviana M. | antioxidante del extracto metandlico hojas de | experimental, de | Ciocalteu
del  extracto | “Siempreviva” de las hojas de Echeveria peruviana Echeveria nivel descriptivo
metandlico de | presentara M. “Siempreviva” peruviana M. | con un enfoque | -La capacidad
las hojas de | polifenoles totales “Siempreviva”. cuantitativo. antioxidante se
Echeveria y capacidad | Obijetivos especificos -Capacidad determiné
peruviana M. | antioxidante? antioxidante  del mediante  método
“Siempreviva” -Determinar el  contenido  de extracto de
polifenoles totales del extracto metandlico de las DPPH.
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4.7. Principios éticos
En la presente investigacion se consider6 como aspectos fundamentales a la
veracidad y autenticidad de los datos obtenidos y plasmados en la investigacién, para
afirmar que los datos son reales, inalterados o no plagiados. Se priorizo salvaguardar

la especie vegetal en estudio y el medio ambiente. %
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V. RESULTADOS

5.1. Resultados

Tabla 1. Contenido de polifenoles totales del extracto matanolico de las hojas de

Echeveria peruviana M.

equivalente/g de muestra seca.

“Siempreviva” expresados en mg de catequina

Especie Parte de la Tipo de mg de catequina eq./g
planta extracto muestra seca
Echeveria Hojas Metandlico 4.09+0.14
peruviana M. al 80%
“Siempreviva”

Tabla 2. Capacidad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de Echeveria

peruviana M. “Siempreviva” expresado en mM de Trolox equivalente/g de muestra

seca.
Especie Parte de la planta Tipo de extracto mMol de trolox
eq./g
muestra seca
Echeveria Hojas Metanolico al 9.89+0.34
peruviana M. 80%
“Siempreviva”
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5.2 Analisis de resultados
En la presente investigacion para determinar el contenido de polifenoles totales y la
capacidad antioxidante del extracto metanodlico de las hojas de Echeveria peruviana
M. “Siempreviva”, se utilizé el método de Folin-Ciocalteu, el cual es la mezcla de
wolframato sddico y molibdato sodico en acido fosférico que es el encargado de
reaccionar con los compuestos fenolicos, pasando de un color amarillo —azul y en lo
que respecta a la capacidad antioxidante, se emple6 el radical DPPH que por accion
de los compuestos polihidroxilados se reduce, generandose un cambio de coloracion

del violeta al amarillo, demostrando asi, la capacidad de neutralizar al radical libre.

(62, 63)

En la grafica 1 de la curva de calibracion de polifenoles totales, se observa que en el
eje de las ordenadas tenemos la absorbancia que vendria a ser nuestra variable
independiente y en el eje de las abscisas vienen a estar los pg/ml de catequina que
seria nuestra variable dependiente. Cada punto del grafico son los 6 estandares que
se utilizaron, a los cuales se les aplico la férmula de la pendiente dando como
resultado 0.1132x- 0.0182, por otro lado el coeficiente de determinacion guarda
correlacion entre la concentracion de la catequina y de la absorbancia, ademas que
tiene valores de 0 a 1 y cuando mas se acerca a 1 este nos indica que nuestras
estimaciones se ajustan bien a la variable real, por lo tanto nuestro R2 tiene un valor

de 0.9973 que indica una posible variable adecuada a nuestra realidad.

En latabla 1, nos indica el contenido de polifenoles totales en el extracto metandlico
de las hojas de Echeveria peruviana M. “Siempreviva”, dandonos un valor de

4.09+0.14 mg de catequina equivalentes/g. de muestra seca.
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Rafaile ©%, realiz6 un estudio donde identificO compuestos fenélicos de manera
cualitativa presentes en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Echeveria
Peruviana M. “Siempreviva” mediante el ensayo de tricloruro férrico dando una
reaccion positiva de color azul, por lo tanto, se relaciona con los resultados obtenidos
en la investigacion de manera cuantitativa, ya que se confirma la presencia y cantidad

de polifenoles totales.

En un estudio realizado por Bayona et al. @ a otra especie de la familia de la
Echeveria peruviana M., determinaron el contenido de compuestos fendlicos en el
extracto etandlico, encontrando 79, 82 mg equivalente de &acido galico/mL del
extracto, por lo tanto en la presente investigacion se utiliz6 como estandar a la
catequina expresado en gramos de muestra seca, la cual evidencio una cantidad

significativa de dichos compuestos.

Los polifenoles presentan una estructura quimica idonea para poder neutralizar a las
especies reactivas del oxigeno por la presencia de dobles enlaces, los cuales
aumentan su resonancia permitiendo estabilizar a los radicales libres mediante la
incorporacion de un electrén y de esta manera lograr estabilizarlos. Siendo esta, la
razén de las diferentes actividades que presentan los polifenoles, como antioxidantes
0 como quelantes de metales de transicion (teniendo estos, la capacidad de catalizar
la sintesis de radicales libres) que tienen efectos beneficiosos para la salud, ya que
pueden mejorar la calidad de vida y poder ser usado en la prevencion de diferentes

enfermedades. (65 66)

En la gréafica 2 de la curva de calibracion DPPH, se observa al eje de las ordenadas
con el porcentaje de inhibicion y en el eje de las abscisas con los mM Trolox

equivalente, en esta ocasion tenemos 5 estandares y mediante la formula de la
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pendiente obtenemos un valor de 112.42x + 3.0021 que es la distancia entre dos
puntos y nos indica el grado de correlacion entre la linea y el eje de las abscisas, el

valor del coeficiente de determinacion es 0.9875.

En la tabla 2, se observa la capacidad antioxidante de la especie vegetal en estudio,
siendo esta considerada como la habilidad que presentaron los compuestos fenolicos
en el extracto metandlico para estabilizar a los radicales libres DPPH, para lo cual,
del extracto metandlico de las hojas de Echeveria peruviana M. “siempreviva” se

obtuvo un valor de 9.89 £0.34 mMol trolox eq./g muestra seca.

En un estudio realizado por Puertas et al. %, se determinaron valores de 2,05 mM
de Trolox eqg/g de muestra seca de capacidad antioxidante en las hojas Kalanchoe
daigremontiana (crassulaceae), por lo que se determind que la presencia de
polifenoles, tales como flavonoides, triterpenoides, taninos y antocianinas son los
implicados en la actividad antioxidante de la especie vegetal, lo cual nos muestra una
relacion directa entre polifenoles totales y la capacidad antioxidante, que pueden
explicarse por la cesion de un electrén por parte de los compuestos fenélicos hacia

los radicales libres, pudiendo de esta manera neutralizarlos.

Por otro lado, Marquez et al. ®, mediante el método de DPPH, obtuvieron 70.85%
de capacidad antioxidante del extracto del jugo de las hojas de siempreviva, siendo

una cantidad alentadora para el estudio.

Para la determinacion de la capacidad antioxidante, se eligié como estandar al trolox
porque presenta una importante capacidad neutralizadora de radicales libres, asi, en
la investigacion se pudo apreciar que el extracto metandélico de las hojas de Echeveria
peruviana M. “Siempreviva” presentd valores aceptables en la determinacion de su

capacidad antioxidante al relacionarse con el trolox, demostrdndose que es una
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especie vegetal la cual se puede seguir investigando mediante diferentes tipos de
extraccion y el empleo de solventes que permitan extraer los metabolitos secundarios

responsables de la capacidad antioxidante.

Los antioxidantes son muy importantes en la actualidad, ya que gracias a su
capacidad de neutralizar el exceso de radicales libres durante la actividad oxidativa
propia del organismo del ser humano, pueden aportar efectos relevantes para
mantener un buen estado de salud en los seres humanos ya que un desbalance entre
antioxidantes enddgenos y radicales libres (estrés oxidativo) se asocia a diferentes
enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes y arterioesclerosis; siendo los
polifenoles considerados como los antioxidantes mas abundantes presentes en la
dieta del ser humano y que particularmente son los flavonoides los cuales presentan

una mayor capacidad de neutralizar radicales libres e inhibir enzimas prooxidantes.

(67, 68)
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VI. CONCLUSIONES

Se determino el contenido de polifenoles totates del extracto metandlico de las
hojas Echeveria peruviana M. “Siempreviva” mediante ¢l método de Folin-
Ciocalteu obteniendo un valor de 4. 09 £ 0.14 mg de catequina equivalente/g de
muestra seca, convirtiéndose en un sustento cientifico para aportar conocimientos
alentadores en la medicina.

Se evalud la capacidad antioxidantes del extracto metanolico de las hojas de
Echeveria peruviana M. “Siempreviva” mediante el método de DPPH obteniendo
un valor de 9.89 * 0.34 mMol trolox equivalente/g muestra seca, esto sirve de

base para darle un valor agregado a su uso tradicional.

VIl. RECOMENDACIONES

Continuar con estudios para determinar el método que confiera mayor cantidad de
polifenoles totales y capacidad antioxidante.

Continuar con estudios para evaluar su capacidad antiinflamatoria de hojas y
flores de la Echeveria peruviana M. por la presencia de flavonoides.

Evaluar la fabricacion de productos naturales como bolsitas de té y capsulas.
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ANEXOS

ANEXO 1: CONSTANCIA DE TAXONOMIA DE LA PLANTA
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& ) UPAQO Museo de Historia Natural y Cultural
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HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO)

CONSTANCIA N° 37-2019-HAO-UPAO

El que suscribe, Director del Museo de Historia Natural y Cultural de la
Universidad Privada Antenor Orrego, deja:

CONSTANCIA

Que Josselyn Harali Ramos Casana, estudiante de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote
ha depositado en este herbario la especie:

Crassulaceae

Echeveria peruviana M.

Se expide la presente constancia a solicitud de los interesados para los fines
que correspondan.

Trujillo, 12 de noviembre de 2019

Muséo de Historia Natural y Cultural

v

UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO Av.América Sur 3145 Monsemate Trjillo - Perd
www.upao.edu.pe Telf:[+51)[044) 604444 Fax:282900
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ANEXO 2: PREPARACION DE LA MUESTRA

Seleccion de la muestra Lavado de la droga

Hojas cortadas para el secado Secado a 40 °C
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Trituracion Tamizaje
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ANEXO 3: PREPARACION DEL EXTRACTO METANOLICO 80%

(EXTRACCION EXHAUSTIVA)
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ANEXO 4: DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES MEDIANTE EL

METODO DE FOLIN - CIOCALTEU
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ANEXO 5: DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
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GRAFICA 1: CURVA DE CALIBRACION DE POLIFENOLES TOTALES

Curva de Calibracion Polifenoles Totales
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GRAFICA 2: CURVA DE CALIBRACION DPPH

Curva de calibracion DPPH
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