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RESUMEN
Los compuestos bioactivos de las plantas medicinales tienen multiples efectos
farmacologicos, asi como efectos sobre los radicales libres, debido a ello el presente
estudio tuvo como objetivo determinar el contenido de polifenoles totales y la capacidad
antioxidante del extracto metanolico de las hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W.
Grimes “Culén”. Para determinar ¢l contenido de polifenoles totales se empled el método
de Folin-Ciocalteu y para la capacidad antioxidante se empled el método de DPPH. En
cuanto a los resultados sobre el contenido de polifenoles totales del extracto metandlico
de las hojas de Otholobium pubescens presentd 53.35 + 1.46 mg de Catequina Eq/g de
muestra seca Yy la capacidad antioxidante fue de 58.75 + 1.57 mM Trolox Eq. / g muestra
seca. Se concluye que las hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes presentan
un importante contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante, lo que representa

una importante fuente de compuestos bioactivos.

Palabras clave: Capacidad antioxidante, Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes,

polifenoles totales.
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ABSTRACT
The bioactive compounds of medicinal plants have multiple pharmacological effects, as
well as effects on free radicals, therefore the present study aimed to determine the content
of total polyphenols and the antioxidant capacity of the methanolic extract of the leaves
of Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes "Culén”. The Folin-Ciocalteu method was
used to determine the total polyphenol content and the DPPH method was used to
determine the antioxidant capacity. As for the results on the total polyphenol content of
the methanolic extract of Otholobium pubescens leaves presented 53.35 + 1.46 mg of
Catechin Eq/g dry sample and the antioxidant capacity was 58.75 + 1.57 mM Trolox Eq.
/ g dry sample. It is concluded that the leaves of Otholobium pubescens (Poir) J.W.
Grimes present an important content of total polyphenols and antioxidant capacity, which

represents an important source of bioactive compounds.

. Key words: Antioxidant capacity, Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes, total

polyphenols. Grimes, total polyphenols.
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I. INTRODUCCION
En la actualidad hay un problema grave que afecta la sociedad y son los radicales libres
porque en altos porcentajes son toxicos y reaccionan con las células de nuestro organismo,

por un mecanismo en el cual provocan dafio a nivel celular y tisular, alterando su funcién.

@

Segun la ONU, el 13% de la poblacion mundial sufre de un envejecimiento precoz
consecuencia de la actividad de los radicales libres. @ Asimismo, en el afio 2012 al cancer
se le asignaron 8.2 millones de muertes. ® Siendo también, la aterosclerosis

cerebrovascular y coronaria, el causante de 15 millones de muertes a nivel mundial. @

Por otro lado, el INEI, refiere que los adultos mayores constituyen el 10% de personas
que sufren de un envejecimiento precoz, ® y de acuerdo con el Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas, nos indica que el indice de cancer al afio en Peru, es un
promedio de 150 casos por cada 100 mil habitantes, que representan al 75% de los casos
diagnosticados.® De la misma manera el Centro de Diagndstico y Terapia del Corazon
de las Clinicas Maisén de Santé, refiere que 3 de cada 10 peruanos padecen de

aterosclerosis diagnosticada.”)

Los estudios epidemioldgicos demuestran que las especies vegetales tienen un importante
rol en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, neoplasicas y
cardiovasculares, debido a los antioxidantes presentes en estos, destacando a los

polifenoles como responsables de esta actividad. ©

En el presente estudio se dio a conocer el contenido de polifenoles totales y la capacidad
antioxidante del extracto metandlico de las hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W.
Grimes “Culén”. Ya que es un aspecto importante porque hoy en dia las plantas

medicinales estan teniendo un gran impacto en la sociedad y siendo utilizadas como una



alternativa para la salud, por ello tenemos a la familia Fabaceae de género Otholobium y
de la especie Otholobium pubescens. por lo que esta investigacion tiene la necesidad de
estudiar a la especie vegetal: Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes por su capacidad
antioxidante, permitiendo de esta manera un acceso mucho mas facil y econémico a la
poblacién de un antioxidante de origen natural, por tal motivo esta investigacion se enfocd
en determinar la concentracion de polifenoles totales en el extracto metanolico de las
hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes y su capacidad antioxidante,
neutralizando de esta manera a los radicales libres presentes en nuestro organismo y que
evite el efecto negativo que estos ocasionan, aportando asi un tratamiento natural en la
prevencion de enfermedades como: el envejecimiento precoz, carcinogénesis y

aterosclerosis.

Por consiguiente, el presente estudio tuvo la siguiente pregunta de investigacion: ¢El
extracto metanolico de las hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes presentara

polifenoles totales y capacidad antioxidante?

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Determinar el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante del
extracto metanolico de las hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes

“Culén”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el contenido de polifenoles totales del extracto metandlico de las hojas
de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes “Culén” expresados en mg de

catequina equivalente/g. de muestra seca.



- Evaluar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de Otholobium
pubescens (Poir) J.W. Grimes “Culén” expresados en Mm de Trolox equivalente/g.

de muestra seca.

I. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes
Tras una revision de diversos estudios publicados sobre el contenido de polifenoles
totales de la especie vegetal en estudio Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes, se
creyd conveniente considerar antecedentes de otras especies, en cuanto a su familia

(Fabaceae) y su género (Otholobium).

Cuesta @, en el afio 2020, realiz6 una evaluacion sobre el método y solvente de
extraccion mas eficiente para la obtencidén de metabolitos secundarios responsables de
la actividad antioxidante de 9 plantas medicinales en la ciudad de Cuenca-Ecuador. Los
métodos extractivos que se utilizaron y analizaron fueron la maceracion, percolacién e
infusion, los solventes utilizados fueron metanol y etanol al 80%, asimismo, la actividad
antioxidante se evalud por el método de DPPH. Demostrandose que el mejor método
extractivo fue la homogenizacion y el mejor solvente el metanol, asimismo, se
determind que el extracto de Otholobium mexicanum, presento una importante

capacidad antioxidante.

Armijos, et al. “9 en el afio 2018, evalu6 las propiedades antioxidantes de las plantas
medicinales utilizadas en el sur de Ecuador. Los extractos analizados se obtuvieron con
distintos solventes (acetato de etilo, metanol y diclorometano), evaluandose la actividad
antioxidante por los métodos: ABTS y DPPH, siendo las especies que evidenciaron

elevado poder antioxidante, segun los valores de CI50 y contenido fendlico total:

3



Otholobium mexicanum, Ludwigia peruviana y Hypericum lancioides. En conclusion,
de acuerdo a los resultados obtenidos el poder antioxidante de estas especies vegetales

juega un rol relevante, pudiendo ser utiles en la industria alimentaria y farmacéutica.

Molero. @V en el afio 2017, realiz6 un estudio comparativo de las plantas
gastroprotectoras cultivadas en Per( y China. Para ello, se empled el método de tamizaje
fitoquimico y cromatografia en capa fina. Se trabajé con muestras de plantas
gastroprotectoras cultivadas en Peru: Psoralea glandulosa L (Culén), Aloe vera L
(Sabila); Baccharis genisteloides L (Carqueja); y con plantas gastroprotectoras
cultivadas en China: Gardenia jasminoides E, Crataegus cuneata S; Glycyrrhiza
uralensis F. El resultado de las tinturas gastroprotectoras peruanas y chinas revelaron la
identificacion de: 5 % alcaloides, 8 % taninos, 9 % saponinas, 10 % cumarinas, 11%
flavonoides, 13 % derivados terpénicos (cadenas ciclicas). Esto indica que las dos
especies vegetales gastroprotectoras cultivadas en Pert y China tienen similitud en el

contenido de sus metabolitos secundarios.

Alvarado 2, en el afio 2017, evalu6 la actividad antioxidante y citotoxica de 35 plantas
medicinales de la Cordillera Negra, dentro de ellas, la especie vegetal Otholobium
pubescens (Poir) J.W. Grimes “Culén”. La cuantificacion de polifenoles totales se
realizd mediante el método espectrofotométrico de Folin Ciocalteau, obteniéndose que
el porcentaje de taninos totales expresados como acido tanico corresponden a un
6.383%. En conclusion, la concentracion de taninos totales en el extracto etanolico de

las hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes “Culén”, es 1,2768 mg/mL.



Madrid, et al. ®® en el afio 2012, evalud la capacidad antioxidante de Psoralea
glandulosa L. (Culén) extractos. La capacidad antioxidante de los distintos extractos de
la especie vegetal (Psoralea glandulosa L., Fabaceae) se analizaron valorando la
actividad de supresion de extractos en (DPPH), del mismo modo en (H20>), la especie
oxidante, asimismo, se valoraron los extractos mediante reduccion féerrica, el potencial
antioxidante y la capacidad de retencidn de radicales peroxil. Los extractos de hojas de
culén revelaron una capacidad de eliminacion bastante fuerte, neutralizando el H2O>
(C150 = 34.29 mg / mL a 64.87 mg / mL) y disminuyendo el DPPH (IC50 = 1.00 mg /
mL a 1.61 mg / mL). Determinadndose una elevada capacidad antioxidante de los
extractos de acetato de etilo y diclorometano de las hojas de la especie vegetal que
pueden ser explicados por los niveles de flavonoides (55.34 mg QE / g de extracto seco)

y fendlicos (1.65 mg GAE / g de extracto seco).

Barron, et al. @ en el afio 2011, identificaron el contenido de flavonoides y la capacidad
antioxidante de Calia secundiflora (Ort.) Yakovlev. El estudio por CL-EM identifico
siete glucosidos en la quercetina, kaenferol, isoramnetina y flavonoles no detallados
anticipadamente, se obtuvo (8.31 + 0.38 mg) de compuestos fendlicos siendo mayor al
de flavonoides (3.08 + 0.32 mg), teniendo como resultados una actividad antioxidante
de (CI50 = 88.54 + 0.15; 109.44 + 0.48 pg mL) de los extractos de la hoja. En

conclusion, la Calia secundiflora si presento capacidad antioxidante.



Gutiérrez, et al. @ en el afio 2006, identifico los fitoconstituyentes de las hojas de
Psoralea glandulosa y efecto de la infusion sobre la Glicemia en Rattus rattus var.
albinus con hiperglicemia experimental. En la determinacion de fitoconstituyentes se
empled la marcha fotoquimica de Olga Lock ajustada por Hugo Casanova H., se utilizé
el método enzimatico de glucosa en sangre, lograndose obtener fitoconstituyentes como:
taninos, fenoles y flavonoides, por otro lado, se comprobé que la infusion a la dosis de
160 mg/kg tiene un efecto hipoglucemiante considerando que el nivel de significancia
es p<0.05. En conclusion, la infusion de las hojas de Psoralea Glandulosa posee una

actividad hipoglucemiante.

2.2. Bases teoricas de la investigacion

2.2.1. Fitoterapia

Estudia el uso de productos de origen vegetal con la finalidad de emplearlos
terapéuticamente, el cual puede ser empleado para prevenir, curar o atenuar algun

estado patoldgico del ser humano. ®
2.2.2. Plantas medicinales:

Son plantas que poseen metabolitos secundarios, que reciben el nombre de “principios
activos”, los cuales ejecutan una accion farmacologica buena o dafiina en el organismo.
Su finalidad primordial es servir como droga que alivie enfermedades o restaure la

salud del individuo. ")
2.2.2. Droga vegetal:

Es la parte de la planta que almacena a los principios activos y que serd empleada en

terapéutica. &



2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

Principios activos:

Son sustancias quimicas presentes en una especie vegetal, a los cuales se le atribuye la

actividad terapéutica.
Extracto vegetal

Los extractos vegetales son complejos de metabolitos secundarios que cubren un
extenso espectro de efectos farmacologicos revelando diferentes propiedades

bioldgicas. 0

Taxonomia V)

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden : Fabales

Familia : Fabaceae

Género : Otholobium

Especie : Otholobium pubescens

Nombre comun : Culén

Descripcion botanica

Arbusto erguido que alcanza entre 1.5 a 3 m. de altura, ampliamente ramificado,
densamente pubescente de color blanquecino. Hojas aromaticas, compuestas
trifoliadas, que presenta foliolos oblongos lanceolados con un borde de 5 cm-8 cm de
largo por 1.5cm-2.5cm de ancho. Presenta flores de coloracion lila con inflorescencia
axilar racimosa, estirada de 10cm-15cm de largo; fruto seco, ovalado, acuminado,

pequerio e indehiscente, legumbre que alberga 1 semilla. ¢?



2.2.6. Habitad y distribucion geografica

Es una planta silvestre que prolifera en la region andina del Peru, Argentina, Bolivia y
Chile; crece preferentemente en los lugares hiumedos de las quebradas y los valles de
la precordillera. Esta planta se desarrolla en el Per( entre los 2000 a 4000 m.s.n.m.; en
departamentos de Cajamarca, Ayacucho, Huancavelica, Cusco, Apurimac, Puno, La

libertad, Junin y Cajamarca. ¢
2.2.7. Composicion quimica

Las hojas de la Otholobium pubescens abarcan distintos tipos de metabolitos, entre los
mas destacados tenemos aceites esenciales, alcaloides, taninos, terpenoides y

flavonoides. 3
2.2.8. Usos tradicionales

Esta especie vegetal es utilizada para el tratamiento de heridas, tratamiento digestivo,

empleado también por su capacidad hemostatica y astringente. 4
2.2.9. Antioxidante

Son sustancias que inhiben la oxidacién de moléculas susceptibles al ataque de
especies reactivas del oxigeno. Cada ser vivo que emplea el oxigeno para la
obtencion de energia, libera radicales libres, lo cual produce dafio al organismo a
menos que exista mecanismos celulares de defensa que los van a neutralizar, por lo

que estas defensas son denominadas antioxidantes. ?®



2.2.10. Clases de antioxidantes:
+ Segln el mecanismo de accion:

a) Antioxidantes primarios: Previenen la sintesis de radicales libres mediante la
detoxifacion del hidroperdxido a través de la reduccion del mismo a un alcohol, como

por ejemplo la catalasa o el glutation peroxidasa. ?®

b) Antioxidantes secundarios: Previenen la propagacion de la cadena de radicales
libres, mayormente estas sustancias son fenoles y diarilaminas que presentan la
capacidad de aceptar algin electron desapareado de un radical libre y poder

estabilizarlo, evitandose de esta manera el avance de la cadena radicalaria. @
+ Segln su naturaleza:

a) Enziméticos: Son sustancias quimicas presentes a nivel intracelular que se
encargan de neutralizar a los radicales libres, teniendo en este grupo a la catalasa,
que facilita la descomposicion del perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno, también
tenemos a la superoxido dismutasa, el cual se encarga se neutralizar a los radicales
superoxidos. Otras sustancias que poseen capacidad antioxidante y son de naturaleza
enziméatica son la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, glutation S-transferasa y

glutation reductasa. 7
b) No enzimaticos: Se pueden clasificar a su vez en:

-Liposolubles: Aqui encontramos al a-tocoferol que se encarga de proteger las
membranas bioldgicas y neutralizar a los radicales libres, también estan presente
dentro de este grupo los carotenoides, donde tenemos al 3- caroteno, el cual es el mas

importante neutralizador del oxigeno singlete.



2.2.11.

2.2.12.

-Hidrosolubles: Tenemos en este grupo al &cido ascorbico, quien neutraliza de
manera directa al ion superdxido y el oxigeno singlete, también tenemos al &cido
arico, el cual posee una potente actividad antioxidante mediante la eliminacion de
radicales (OH") y el glutation, que interviene en la detoxifacion de xenobioticos,
sintesis del ADN y que actia como protector frente al estrés oxidativo y a la

radiacion. @
Radicales libres

Son sustancias inestables que presentan un electron desapareado en su Gltimo orbital
que tiende a reaccionar con diferentes compuestos, principalmente con &cidos grasos
poliinsaturados, esto se debe a que dicha molécula presenta electrones desapareados,
volviéndose inestable y reactivo, propiciando que busque a otro electron para unirse
con él, y de esta manera estabilizarse. Si los radicales, principalmente un Oz y un
grupo hidroxilo originan radicales alquilperéxido, permitiran la perennidad en la
cadena de las reacciones de oxidacién de los lipidos con dafios semejantes sobre

4cidos nucleicos y proteinas. ?®
Tipos de radicales libres:

Especies Reactivas del Oxigeno (ERO):

La molécula de oxigeno (O2) presenta en su Ultimo orbital 2 electrones no apareados,
lo cual para que estos acepten un par de electrones el O2 debe de invertir el giro de
uno de sus electrones, lo cual requiere de mucha energia, razon por la cual el oxigeno
no es muy reactivo, sin embargo, sus efectos dafiinos se explican mediante la sintesis
de especies reactivas del oxigeno (EROs), ya que estos son radicales libres donde el
electron que se encuentra desapareado se encuentra sobre el oxigeno, siendo mucho

mas reactivos que en su estado basal. Dentro de este grupo tenemos al: Radical

10



Hidroperoxido (HO), Radical Hidrdxilo (HO"), Radical alcoxilo (RO?), Ozono (Os),
Radical superdxido (O2), Peroxido de hidrégeno (H202), Oxigeno Singlete (*0y),
Radical perdxilo (ROO).?9

Especies Reactivas del Nitrogeno (ERN)

Estos compuestos pueden o no ser radicales libres y se producen de manera
constitutiva, dentro de ellas tenemos a los radicales libres como el dioxido de
nitrégeno (NO2) y el 6xido nitrico (ON) y entre los no radicales se encuentran el

peroxinitrito (ONOQ"), nitronio (NO2"), entre otros. €%
2.2.13. Fuentes enddgenas y exdgenas de radicales libres
a) Fuentes enddgenas:
Cadena de transporte de electrones:

El 95% del oxigeno que las personas respiran se reduce a agua por accion del
citocromo a3, el cual es el ultimo eslabdn en la cadena de transporte de electrones,
proporcionando al organismo (ATP) mediante diversas reacciones redox, sin
embargo, a nivel del complejo | y del complejo quinona-semiquinona-ubiquinol
(Q10) el oxigeno al actuar como aceptor de electrones puede dar lugar a la formacion
del radical Oz, GV

Células fagocitarias:

Los neutrdfilos y los monocitos o macréfagos, emplean el mecanismo de la NADPH
oxidasa mediante el cual generan O27, sin embargo, aquellas células producen
también &xido nitrico por accién del oOxido nitrico sintasa sobre la arginina
intracelular, como respuesta de defensa la combinacion del oxigeno con el 6xido
nitrico da paso a la sintesis del peroxinitrito, el cual posee la capacidad de producir

una peroxidacion lipidica en las lipoproteinas. %

11



2.2.14.

En el proceso de fagocitosis, una oxidasa que se encuentra unida a la membrana es
activada, en consecuencia, se produce un aumento en la captacion de oxigeno y la
produccién de radicales libres como el perdxido de hidrogeno (H202) y el anion
superoxido (O2 -), por lo que las células con capacidad fagocitica generan grandes
cantidades de radicales libres y son justamente estos compuestos los responsables del
potencial citotoxico en los procesos de inflamacion tisular. 2

Exo6genas:

Agentes antineoplasicos y antibioticos:

A este grupo de farmacos se le han atribuido la capacidad de reducir el oxigeno a
superdxido, radical hidroxilo y peroxido de hidrogeno, de entre estos tenemos: la,
daunorubicina, bleomicina y la adriamicina, asi como también determinados
antibidticos que dependen de grupos quinoides o que deben unirse con metales para
su actividad farmacol6gica. 2

Factores ambientales:

Sustancias como pesticidas, humo del tabaco, contaminantes aéreos fotoquimicos,
hidrocarburos aromaticos son compuestos que bien poseen radicales libres o son

convertidos mediante el metabolismo celular y los procesos de desintoxicacion. ¢4
Estrés oxidativo

Estado del organismo originado por una alta concentracion de radicales libres, el
oxigeno es relevante para nuestra vida, por lo que las células lo requieren para
sintetizar energia y cumplir sus funciones esenciales, pero por otro lado el oxigeno
puede originar dafio a las células. Nuestro organismo tiene defensas antioxidantes,
de tal modo que, si existe una agresion oxidante, se neutralizara con una defensa
antioxidante, pero si esta agresion es mayor a la defensa, estaremos frente a un cuadro

de estrés oxidativo. ¢

12



2.2.15. Dafo a biomoléculas como consecuencia del estrés oxidativo

La acumulacién de compuestos alterados como consecuencia de la accién de los
radicales libres, es la explicacion de sus efectos a largo plazo, que muchas veces son
dificiles de demostrar como relacion causa-efecto de la reaccion de los radicales

libres. ?9)
Dafio oxidativo a proteinas:

Todos los aminoacidos que estén presentes en las proteinas son susceptibles de la
accion de los radicales libres, siendo la fenilalanina, la histidina, el triptéfano, la
tirosina, la cisteina y la metionina los mas susceptibles a sufrir procesos de
oxidativos. Este proceso oxidativo puede provocar un cambio conformacional en la
proteina, produciéndose como consecuencia la pérdida de su funcion bioldgica,
siendo el dafio irreversible y llevandola a su desnaturalizacién. En las enzimas puede

producir el impedimento de su capacidad catalizadora. 6:37)
Dafio oxidativo a los lipidos

El dafio que causan los radicales libres sobre los lipidos, es fundamentalmente sobre
lo acidos grasos poliinsaturados, provocando la peroxidacion de estos, en
consecuencia, se produce la perdida de las funciones secretoras, asi como la ruptura
de los gradientes ionicos de transmembrana, siendo los principales radicales libres
que provocan esta situacion: el radical peroxido (ROOQv), alquilico (R¢), el alcoxilo

(RO*) y el radical hidroxilo (HO»). 839

La peroxidacion de los lipidos es considerada un factor de suma importancia en el
envejecimiento de las células aerobicas, dado que el dafio producido hacia los lipidos
de la membrana celular representa un factor indispensable en la disminucion de la

fluidez de las membranas. 40
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2.2.16.

Dario oxidativo a los glucidos

Los monosacéaridos y los disacaridos resisten el ataque de los radicales libres, sin
embargo, la oxidacion de los glacidos reviste su importancia cuando se trata de
polisacaridos con funcién estructural, debido a un proceso de despolimerizacion

ocasionada por los radicales libres el cual produce efectos degenerativos. 5
Dafio oxidativo al ADN

El ADN también es susceptible del dafio de los radicales libres, debido a que el
oxigeno presenta la capacidad de adicionarse a la parte glucidica del ADN, formando
radicales libres como el perdxilo, pudiéndose producir una actividad mutagénica ya
que durante la etapa de replicacion se produciran transversiones T por C. Por tal
motivo los procesos oxidativos causados por los radicales libres no estan
relacionadas solamente con el envejecimiento celular, sino que también con diversas

afecciones asociadas a una edad avanzada. “V
Radicales libres y cardiopatias

El infarto agudo de miocardio y la cardiopatia isquémica son la forma de
manifestacion de un proceso que dio inicio con un exceso de radicales libres dentro
del organismo, que comienzan con un evento aterosclerotico, situacion que se
produce cuando un radical libre interacciona con las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) secuestrandoles un electron, produciendo su oxidacion, dando comienzo a la
disfuncion del endotelio vascular y la formacion de la placa aterosclerdtica, este

proceso ocurre por el paso del colesterol LDL oxidado a la zona subendotelial.

El endotelio dafiado da inicio a la sintesis de nuevos radicales libres que va
produciendo las llamadas moléculas de adhesion, produciéndose la adherencia del

monocito al endotelio, transformandose en un macrofago el cual ressterifica las LDL,
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2.2.17.

para finalmente convertirse en células espumosas cargadas con grasa, estas células

seguidamente explotan y dan inicio al nucleo lipidico de la placa aterosclerética. 42

Diversos factores hemodindmicos y humorales conducen a la fractura de la placa
aterosclerotica, si esta es desprendida se da la formacién de un trombo, el cual, si
produce la obstruccidn total de alguna arteria del corazon, cerebro, rifion o alguna
otra parte del organismo puede dar paso a un proceso de isquemia, la falta de oxigeno
hipoxia produciendo como consecuencia necrosis y dafio a los tejidos, por otro lado
si la obstruccién del paso de la sangre se produce en el corazén puede dar lugar a un
infarto agudo de miocardio.“?)

Diversos estudios sobre el efecto de la peroxidacion de los lipidos y el estado
antioxidante en la ateroesclerosis, evidenciaron bajos niveles de sustancias
antioxidantes y la peroxidacion de los lipidos esta relacionado con fases tempranas
del aterosclerosis, que concluyen en un cuadro de infarto agudo de miocardio. El
estrés oxidativo el cual es el resultado de un desequilibrio entre las sustancias
antioxidantes y prooxidantes parecer ser un factor importante y crucial en la
aterogenesis. 44

Radicales libres y cancer

El cancer es un conjunto de afecciones que tienen un origen multifactorial, que tiene
como caracteristica un crecimiento anormal, proliferacion acelerada y no contralada
de las células, que presentan la capacidad de formar un tumor y seguidamente
metéastasis hacia diferentes tejidos. El estrés oxidativo y el proceso tumoral estan
estrechamente relacionados mediante la oxidacion del ADN. (4546)

En la actualidad diferentes estudios experimentales han tratado de demostrar el
mecanismo implicado en la conversion de células malignas inducidas por radicales

libres. Algunas deficiencias en los sistemas antioxidantes cursan con alteraciones

15



2.2.18.

tumorales relevantes, por ejemplo, en la anemia Fanconi, en la AtaxiaTelangiectasia
y en el sindrome de Bloom, se aprecian alteraciones en los mecanismos de defensa
antioxidantes del organismo. Distintos estudios epidemioldgicos sefialan una menor
incidencia neoplasica en poblaciones que consumen alimentos ricos en antioxidantes.
(47,48)

Kuchino y Nishimura lograron poner en evidencia que la oxidacion de la guanina
provocaba errores en la replicacion del material genético por parte de la polimerasa,
siendo responsable del apareamiento de bases nitrogenadas no complementarias, que

pueden causar la alteracion mutagénica de las células. “®)
Relacion antioxidantes-envejecimiento humano

La expectativa de vida de los seres humanos podria alargarse al atenuar los efectos
del estrés oxidativo. Se postula que el genoma mitocondrial es sensible al ataque por
parte de los radicales libres que la propia mitocondria produce, por lo que la
participacién mitocondrial y el estrés oxidativo se asocian con la patogenia que
conduce a la destruccion celular. Durante el envejecimiento se ve afectado las
defensas antioxidantes pudiéndose producir méas ataque a las células blanco, en el
caso de los lipidos, durante la peroxidacion se produce malondialdehido, que
interacciona con proteinas y lipidos dando lugar a las bases de Schiff conjugadas,
que enlazan al producto fluorescente insoluble que se acumula en los tejidos
(lipofucsina) el cual toma como referencia de vejez. Ademas, se ha observado la
disminucion de sustancias con capacidad antioxidante (como el glutation) durante el
proceso de envejecimiento, sobretodo en la circulacion sistémica y determinados
organos, por lo que se postula que un buen sistema antioxidante en el organismo se

asocia con la salud. 849
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2.2.14.

2.2.15.

2.2.15.

Los polifenoles

Los compuestos fenolicos o polifenoles, se originan del metabolismo secundario de
los vegetales que proceden de las vias de los fenilpropanoides y shiquimato. En el
mundo vegetal estos estan considerablemente repartidos, y son las mismas plantas

las que sintetizan una gran diversidad de compuestos fendlicos distintos. ¢
Clasificacion de los polifenoles

Se agrupan en diversas clases segun la cantidad de anillos que tengan y a los
elementos estructurales que estan unidos entre ellos. Se disponen de 6 grupos:
lignanos, estilbenos, alcoholes fendlicos, acidos fenolicos (derivados del acido

hidroxicinamico o del 4cido hidroxibenzoico) y flavonoides. ¢V
Mecanismo de accion de antioxidantes polifendlicos
Accion antirradicales

Impiden que los b-carotenos catalizados por la mioglobina sean oxidados, asi como
también evitan la oxidacion de los b—carotenos producidos por el complejo hierro-
ac. ascorbico. Son donantes de electrones que permiten la estabilidad de los radicales

libre. 42
Accidn antiaterogénica

Inhiben la oxidacion de las LDL in vivo, asi como también la inhiben en presencia
de Cu*2. Evidenciando mayor actividad protectora que la vitamina E en su capacidad

como inhibidor la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad. ¢
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2.2.16.

2.2.17.

Actividad antimutagénica

La quercetina evidencia un efecto notable en la capacidad de supresion del dafio al
ADN producido por el radical peroxido de hidrogeno. Siendo la quercetina, hiperina

e isoquercertina los que protegen al ADN. 2
Compuestos fendlicos y antioxidantes indispensables para la salud

La capacidad antioxidante que presentan las especies vegetales es debido a los
polifenoles presentes en ellos, gracias a un mecanismo de captacion de radicales
libres, ya que en su estructura quimica hay uno o varios grupos hidroxilos que se
encuentran unidos a uno o varios grupos fenoles, y son justamente estos grupos

hidroxilos los interacttian con los radicales libres para estabilizarlos. ¢
Método de Folin-Ciocalteu
a) Fundamento:

Los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu (RFC), que
mide la capacidad de reducir el acido fosfomolibdico/fosfotungstico, en el cual, el
molibdeno se encuentra en estado de oxidacion VI, de color amarillo, que, al ser
reducido en un medio basico por los compuestos fendlicos, da un complejo de color
azul intenso, cambiando el estado de oxidacion del metal de VI a V; susceptible de

una determinacion espectrofométrica. ¢4
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2.2.18. Método de captacion del radical 2,2 —difenil-1- picrilhidrazilo (DPPH)

a)Fundamento:

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula
completa que se evidencia por el color violeta intenso tipico del radical, el cual se
absorbe en metanol a 517 nm. Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato
antioxidante que dona un atomo de hidrogeno, el color violeta se desvanece.

El cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la

determinacion de los parametros para las propiedades antioxidantes. 556
I11. HIPOTESIS

Implicita

IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion
El disefio de la presente investigacion es de tipo no experimental, nivel descriptivo con

un enfoque cuantitativo.

4.2. Poblacién y muestra
Poblacion: El conjunto de hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes
obtenidos en el Anexo de Pian del distrito Tayabamba de la provincia de Pataz, region
La Libertad.

Muestra: 500g de hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes.
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

VARIABLE

DEFINICION CONCEPTUAL

DEFINICION OPERACIONAL

INDICADORES

Contenido de polifenoles
totales del extracto
metandlico de las hojas de
Otholobium pubescens (Poir)
J.W. Grimes “Culén”.

Capacidad antioxidante del
extracto metandlico de las
hojas de Otholobium
pubescens (Poir) J.W. Grimes
“Culén”.

Sustancias quimicas constituidas por
uno o varios grupos bencenos que se
encuentran altamente hidroxilados.

Sustancia quimica capaz de retrasar
la oxidacion de las células

El contenido de polifenoles de
determino por el método de Folin-

Ciocalteu. mediante valores de
absorbancia a través de un
espectrofotometro.

La capacidad antioxidante se
determind mediante el método de
DPPH. a través porcentajes de
inhibicion y  concentracion
milimolar equivalente a Trolox.

mg de catequina Eq./g
de muestra seca

mMol  Trolox
muestra seca

Eq./g




4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Recoleccion de la especie

Se recolecto las hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes del Anexo de Pian del

distrito Tayabamba de la provincia de Pataz, region La Libertad.
Identificacion y determinacion taxonémica de la especie

Se llevd un ejemplar de la planta al Herbario Antenor Orrego (HAO) para su identificacion

taxondmica, registrandose con un codigo. (Ver anexo 1)
Preparacion de la muestra

Las hojas de Otholobium pubescens (Poir) JW. Grimes que fueron recolectadas se
trasladaron al laboratorio de investigacion de la Universidad Catdlica los Angeles de
Chimbote, en donde se selecciond aquellas que se encontraban en buen estado y se
eliminaron las materias extrafias que estaban presentes en la muestra vegetal (excretas,
polvo, hojas secas), se lavo con bastante agua y se secd a 32°C por 48 horas.®” Secada la
muestra vegetal se procedié a molerlas en el molino de cuchillas y se pasé por un set de
tamices, la molienda obtenida se almacend en frascos de vidrio color ambar de boca ancha

y en un lugar sin humedad y luz directa, hasta su posterior utilizacion.
Obtencion del extracto metanélico- MeOH 80% ©8)

Se utiliz6 0,3193 g. de muestra de hojas previamente secadas y pulverizadas, se colocd
dentro de un tubo falcon, se agregd 15 mL de metanol 80% + 0,1 % de acido férmico y se
envolvid con papel aluminio para proteger de la degradacién a los polifenoles que puedan

ser fotosensibles, después se llevo a un agitador magnético por 30 minutos. Seguidamente



fue llevado a la centrifuga por un tiempo de 5 minutos a una velocidad de 6000 rpm, el
sobrenadante obtenido se depositd en una fiola de 50 mL, este proceso de extraccion se
repitié por 3 veces, finalmente se aford y se conservo el extracto dentro de un congelador a

una temperatura de -8°C hasta el momento del analisis.

Determinacion de la cantidad de polifenoles totales mediante el método de

Folin-Ciocalteu ©8
a) Procedimiento:

Se agreg6 2,5 mL de agua tipo Il en una fiola de 10 mL, luego se adiciond el estandar de
catequina a concentraciones de 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 ppm (ug/mL) para obtener la curva de
calibracion y al resto de fiolas se le agregd 50 pL de extracto metandlico al 80%,
seguidamente se adicion6 500 pL de Folin-Ciocalteu y se llevo a oscuridad durante 5
minutos. Una vez transcurrido el tiempo se agregd 2 mL de Na>COsz al 10%, se afor6 con
agua tipo Il y se colocé en oscuridad por 90 minutos. Pasado este tiempo se procedid a
realizar la lectura en el espectrofotometro a A= 700 nm. Las concentraciones de polifenoles
totales serdn expresadas en mg catequinas/g de muestra seca. Se realizd el ensayo por

triplicado.

Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método de captacion del

radical 2,2 —difenil-1- picrilhidrazilo (DPPH) 8
Procedimiento:

Se agreg6 1450 pL de DPPH 0.06 mM en una cubeta y se llevé a realizar su lectura al
espectrofotometro a A= 515 nm para lograr obtener la absorbancia a tiempo cero (DPPH

t0), seguidamente se agrego 50 uL del extracto metandlico al 80% y se llevé a oscuridad
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4.5.

por un periodo de tiempo de 15 minutos, para luego poder leer la absorbancia a tiempo 15
(DPPH t15), este analisis se realizo por triplicado. Se emple6 como estandar el Trolox a
concentraciones de 0.05; 0.1; 0.2; 0.4; 0.8 mM para obtener la curva de calibracion. Para el

porcentaje de inhibicion se empleo la siguiente formula:

L, Abs DPPH t0 — Abs DPPH t15
% inhibicion = Abs DPPH O x100

Las absorbancias de los estandares y las muestras obtenidas del espectrofotémetro fueron

registradas en una ficha de recoleccion de datos para su posterior procesamiento.

Plan de anlisis
Los datos se procesaron mediante el software de Microsoft Excel obteniendo la media,
desviacion estandar y la regresion lineal para la elaboracién de la curva de calibracion de

los estandares.



4.6. Matriz de consistencia

Titulo de la Formulacion del Objetivos Hipdtesis Variable Tipo de Metodologia
Investigacion Problema investigacion
Objetivo general

Contenido de ¢El extracto | Determinar el contenido de | Implicita | - Evaluacion de la El disefio de la | -El contenido de
polifenoles metanolico de las | polifenoles totales y la capacidad presente polifenoles totales se
totales y hojas de | capacidad antioxidante del antioxidante del | investigacion es | determind mediante el
capacidad Otholobium extracto metandlico de las extracto metandlico de | de  tipo  no | método de Folin-
antioxidante del | pubescens (Poir) | hojas de Otholobium las hojas de | experimental, Ciocalteu
extracto JW. Grimes | pubescens (Poir) J.W. Grimes Otholobium pubescens | nivel descriptivo
metandlico de las | “Culén” “Culén”. (Poir) J.W. Grimes | con un enfoque | -La capacidad
hojas de presentara “Culén” cuantitativo. antioxidante se determiné
Otholobium polifenoles totales | Objetivos especificos mediante el método de
pubescens (Poir) |y capacidad | -Determinar el contenido de DPPH.
J.W. Grimes antioxidante? polifenoles totales en las hojas - Contenido de
“Culén” de Otholobium pubescens Polifenoles totales

(Poir) J.W. Grimes “Culén”.
mediante el método de Folin-
Ciocalteu.

-Determinar la  capacidad
antioxidante  del extracto
metandlico de las hojas de
Otholobium pubescens (Poir)
JW. Grimes “Culén”.
mediante el método de DPPH.

de las hojas de
Otholobium pubescens
(Poir) J.W.Grimes
“Culén”




4.7. Principios éticos
En la presente investigacion se considerd la autenticidad y la veracidad como aspectos
importantes de los datos que se obtuvieron en la investigacion, asegurando que los
resultados sean auténticos, no alterados o plagiados. Se prioriz6 el cuidado de la especie

vegetal estudiada y del medio ambiente.



V. RESULTADOS

5.1. Resultados
Tabla 1. Contenido de polifenoles totales del extracto metandlico de las hojas de

Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes expresados en mg de catequina Eq./g de muestra

seca.
Especie Partedela  Tipo de extracto mg de catequina Eq./g
planta de muestra seca
Otholobium Hojas Metanolico al 53.35+1.46
pubescens (Poir) 80%.
J.W. Grimes

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

pubescens (Poir) J.W. Grimes expresados en mMol Trolox Eq./g muestra seca.

Especie Parte de la Tipo de mMol Trolox Eq./g
planta extracto muestra seca
Otholobium Hojas Metanolico al 58.75+1.57
pubescens (Poir) 80%.
J.W. Grimes




5.2 Analisis de resultados
Para la determinacion de polifenoles totales del extracto metanolico de las hojas de
Otholobium pubescens, se realizé el método de Folin-Ciocalteu, que mide la capacidad de
los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El cual se basa en que los compuestos
fenolicos reaccionan con el reactivo a pH alcalino, cambiando de una coloracién amarilla a

azul, que puede ser determinada espectrofotométricamente. 9

En la tabla 1, se muestra el contenido de polifenoles totales del extracto metandlico de las
hojas de Otholobium pubescens, que presenta una media y desviacion estandar de 53.35
+1.46 mg de catequina Eq./g de muestra seca.

En un estudio realizado sobre la misma especie vegetal Otholobium pubescens (Poir) J.W.
Grimes, Salvatierra et al., determiné a partir del extracto etanolico una abundante
concentracion de compuestos fendlicos, flavonoides, lactonas sesquiterpernicas y taninos,
estableciéndose que la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides son los
responsables de la actividad antioxidante presentada en el extracto etandlico. ©® Asi mismo,
en el estudio realizado por Barrén et al, determinaron que en las hojas de Psoralea
glandulosa habia un gran contenido de compuestos fendlicos y también se identificé la
presencia de flavonoles, quercetina, isoramnetina y kaenferol, los cuales pueden explicar la
capacidad antioxidante que se encontré en los extractos de las hojas de Psoralea

glandulosa. 6V



Los compuestos fendlicos tienen una alta afinidad por solventes organicos como el metanol,
debido a la presencia de uno o varios grupos hidroxilos en su estructura quimica, lo cual los
hace afin al solvente utilizado, basandose en una atraccién mediante puentes de hidrogeno.
(62)

Los polifenoles son sustancias quimicas con un bajo peso molecular que son necesarios
para el organismo. Asimismo, son los metabolitos secundarios mas numerosos y presentan
una amplia distribucién con més de 800 tipos de estructuras, pudiendo ser desde moléculas
bastante sencillas (flavonoides, hidrotirosol, acido fenolico) hasta compuestos bastante
polimerizados (taninos y ligninas). ©2

El interés en el contenido de los compuestos fendlicos presentes en las especies vegetales
radica en que, ademas de las propiedades bioldgicas que tienen, se les atribuye también
diversas propiedades terapéuticas, las cuales estan relacionadas a la prevencién y/o mejora
de la salud de los seres humanos, destacando entre estos, su capacidad antiinflamatoria,
bactericida, vasodilatadora, anticarcinogénica y antiviral. Asimismo, para una adecuada
extraccion de los compuestos fendlicos, el uso de un solvente adecuado, como lo es el
metanol, permitird obtener la mayor concentracion de estas sustancias quimicas para poder
determinar su capacidad antioxidante.

Por lo tanto, los polifenoles, son beneficiosos para la salud de las personas y diversos
estudios realizados lo respaldan. Siendo estas sustancias quimicas a los cuales se les
atribuye la capacidad antioxidante, asi como un importante rol en la prevencion de diversas

afecciones y procesos de oxidacion lipidica.



Para la capacidad antioxidante se empled el método de DPPH, el cual es un radical libre y
estable, capaz de reaccionar con compuestos antioxidantes mediante un proceso que se

caracteriza por ceder un atomo de hidrogeno proporcionado por el agente antioxidante. ¢4

En tabla 2, se observa que el extracto metandlico de las hojas de Otholobium pubescens
presenta una media y desviacion estandar de 58.75+1.57 mM Trolox Eq./1 g muestra seca.
En un estudio realizado a una especie de la misma familia (Fabaceae), Armijos et al,
determinaron la capacidad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de Otholobium
mexicanum, utilizando como estandar al Trolox, pudiéndose evidenciar buenos resultados
debido a la alta concentracion de compuestos fenolicos presentes en el extracto de la especie
vegetal (metandlico=918.1 + 5.6) dejando en evidencia que nuestra especie vegetal en
estudio presenta una relevante capacidad antioxidante (58.75+1.57 mMol Trolox Eq./g
muestra seca). Las diferencias con nuestros resultados obtenidos pueden estar relacionados
a diversos factores, tales como la luz, la edad de la planta, la época de recoleccién de la
especie vegetal, el estrés hidrico y el tipo de suelo, los cuales son factores determinantes en
la sintesis de metabolitos secundarios por parte de la especie vegetal. ©:6%)

Asimismo en el estudio realizado por Madrid et al., evaluaron la capacidad antioxidante de
los extractos de Psoralea glandulosa, donde los extractos fueron capaces de reducir el
radical estable DPPH* al DPPH-H de color amarillo, los cuales presentaban una correlacion
directa con el contenido de flavonoides y fenoles presentes en la especie vegetal (2,89
mg/Equivalentes de catequina/mL en DPPH).€%)

En la actualidad, los antioxidantes son compuestos que presentan un gran interés dado a sus

efectos beneficiosos sobre la salud de las personas. Debido a que son capaces de neutralizar



la accion oxidante de los radicales libres mediante la liberacion de electrones, que son
captados por estos radicales libres. €7

Los compuestos fendlicos presentan una capacidad antioxidante bastante elevada, a la cual
se le atribuye el efecto preventivo sobre determinadas enfermedades. ©® El poder
antioxidante de los compuestos fenolicos depende del namero de anillos fendlicos, del
namero y posicion de los grupos hidroxilos que posee la molécula y de los dobles enlaces
presentes, ya que estabilizan los radicales libres al ceder un hidrogeno de sus grupos
hidroxilos.

Asimismo, un aspecto importante que se debe de tener en cuenta, es que la actividad
antioxidante que se encuentra en los alimentos y las diferentes especies vegetales estan
relacionados directamente con la variedad de los compuestos fendlicos y no solamente con

la presencia de uno de ellos de manera individual.
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VI. CONCLUSIONES
-Se determind el contenido de polifenoles totales del extracto metandlico en las hojas de
Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes mediante el método de Folin-Ciocalteu,

obteniéndose un valor de 53.35 +1.46 mg de catequina equivalentes/g de muestra seca.

-Se determino la capacidad antioxidante del extracto metandlico en las hojas de Otholobium
pubescens (Poir) J.W. Grimes mediante el método de DPPH, obteniéndose un valor de

58.75+1.57 mMol trolox equivalentes/g muestra seca.

VIl. RECOMENDACIONES
-Realizar investigaciones sobre el contenido de polifenoles totales que tiene las hojas de

Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes en diferentes épocas del afio.

-Evaluar la capacidad antioxidante in vivo de la especie vegetal Otholobium pubescens

(Poir) J.W. Grimes en diferentes enfermedades metabolicas.

-Realizar estudios sobre la capacidad antiinflamatoria de las hojas de Otholobium

pubescens (Poir) J.W. Grimes.

-Realizar mas estudios de las hojas de Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes.
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ANEXOS

Anexo 1: Taxonomia de la planta

HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO)

CONSTANCIA N° 38-2019-HAO-UPAO

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

CONSTANCIA

Que Paul Jonatan Jimenez Flores, estudiante de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote
ha depositado en este herbario la especie:

Fabaceae

Otholobium pubescens (Poir) J.W. Grimes

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

Trujillo, 12 de noviembre de 2019
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\

< Pepy- S/  Director
Museos de Historia Natural y Cultural

v

UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO Av.América Sur 3145 Monserrate Trujillo - Pertt
www.upao.edu.pe Telf:[+51][044] 604444 Fax:282900
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Anexo 2: Preparacion de la muestra

Seleccion de la muestra

g =

Lavado de las hojas de la muestra
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Secado a 32°C

Trituracion
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Anexo 3: Preparacion del extracto metandlico 80% (extraccion exhaustiva)
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Anexo 4: Determinacion de polifenoles totales mediante el método de Folin — Ciocalteu
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Anexo 5: Determinacion de la capacidad antioxidante
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Anexo 6: Curva de calibracion de polifenoles totales

Curva de Calibracion Polifenoles Totales

y=0.1132x-0.0182
R*=0.9973

0 2 - 6

pg/mL catequina
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Porcentaje de inhibicion

Anexo 7: Curva de calibracién del DPPH

Curva de calibracién DPPH
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