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RESUMEN

El uso de los productos naturales ha sido una practica frecuente en la industria
farmacéutica durante décadas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
actividad antioxidante del extracto metandlico de Baccharis latifolia; a partir del
extracto metandlico de las hojas recolectadas en el estado Mérida, se establecié una
linea de investigacion fitoquimica mediante un estudio cualitativo de los metabolitos
secundarios, el mismo permiti6 determinar la presencia de diversos compuestos
guimicos, tales como; alcaloides, cumarinas, compuestos fendlicos, flavonoides,
qguinonas, antraquinonas, saponinas, glicésidos y taninos. De igual manera se
determind la capacidad antioxidante por el método ABTS, Contenido de Fenoles
Totales (CFT) y Contenido de Flavonoides Totales (CFIT). Esta investigacién mostré
una alta capacidad secuestrante de radicales libres con un promedio de ICso= 4,38
umol con el método de ABTS, un contenido de 780 mg Eq de &cido galico por 1 gramo
de extracto para la determinacion de (CFT), por ultimo, se obtuvo una concentracion

de (CFIT) de 49,8 mg EQ de quercitina por 1 gramo de extracto.

Palabras claves: Baccharis latifolia, Extracto metandlico, Fitoquimica, Metabolitos

secundarios.



INTRODUCCION

Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos un
recurso para cubrir las necesidades terapéuticas. Hoy en dia su estudio se ha
convertido en un hecho cientifico universal que trasciende no solo en beneficio
de la salud, sino que también en el sistema productivo y econémico de un pais
(Mufioz, Montes y Wilkomirsky. 2001).

Es ampliamente conocida la utilizacion empirica de las plantas como
agentes de la salud en multiples culturas del mundo, transmitidas a través de
generaciones. Este saber tradicional se ha ido perfeccionando a lo largo del
tiempo, tamizando por el rigor cientifico de ensayos quimicos, farmacolégicos,
toxicoldgicos y clinicos que buscan los principios activos para explicar en
forma racional el uso terapéutico de una planta, y que permite ademas la
vigencia de su empleo (Mufioz y cols. 2001).

Los vegetales hacen posible la vida del organismo animal y condicionan
su estado de salud, mediante la elaboracion de dos clases de componentes
qguimicos complejos, denominados principios inmediatos y principios activos
(Mufioz. 2002).

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea
in vitro o in vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro
de la capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento,
consiste en determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias
cromdgenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de forma
proporcional con la concentracion. No obstante, las determinaciones de la
capacidad antioxidante realizadas in vitro dan tan so6lo una idea aproximada
de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo (Kuskoski, Asuero, Troncoso,
Mancini-Filho y Fett. 2005).

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma
de las capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes; también

depende del microambiente en que se encuentra el compuesto. Los



compuestos interactian entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o
inhibitorios. Por otra parte, es necesario considerar que los ensayos in Vivo
pueden presentar algunos inconvenientes, como la adaptabilidad en respuesta
al aumento del estrés oxidativo (Kuskoski y cols. 2005).

Una de las principales familias de plantas que sintetizan extractos ricos
en compuestos fendlicos, un gran grupo de antioxidantes, es la familia
Asteraceae. Generalmente, la presencia de estructuras histologicas sobre o
en la superficie de las hojas de la planta tiene que ver con la produccion de
dichos compuestos (Toledo y Kutschker. 2012).

El género Baccharis comprende mas de 500 especies de las cuales
muchas han sido investigadas y demostrado ser fuentes ricas de varios
flavonoides. Las especies de Baccharis son ampliamente utilizadas en la
medicina tradicional, todas en América, estando muy bien representado en la
regién andina de América del Sur (Davila, Stener y Hinojosa. 2013).

En la actualidad la innovacién y generacion de nuevas alternativas
enfocadas en las propiedades de las plantas medicinales es necesaria. La
finalidad del presente estudio es evaluar la actividad antioxidante del extracto
metanodlico de la especie Baccharis latifolia en el Laboratorio B “Antonio
Morales”, Instituto de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
de la Universidad de Los Andes, desde Octubre de 2017 hasta Noviembre de
20109.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

El dafio oxidativo, también llamado estrés oxidativo, no es mas que la
exposicién de la materia viva a diversas fuentes que producen una ruptura del
equilibrio que debe existir entre las sustancias o factores pro-oxidantes y los
mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas,
ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la
produccion de especies reactivas del oxigeno. Todo esto trae como
consecuencia alteraciones de la relacion ente la estructura y la funcién en
cualquier 6rgano, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto, se
reconoce como mecanismo general de dafio celular, asociado con la
fisiopatologia primaria o la evolucién de un nimero creciente de entidades y
sindromes de interés médico-social, involucrado en la génesis y en las
consecuencias de dichos eventos (Ames, Shigenaga y Hagen. 1993).

Los principales causantes del estrés oxidativo son los radicales libres; desde
el punto de vista quimico, los radicales libres son todas aquellas especies
quimicas, cargadas 0 no, que en su estructura atdbmica presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo, que les da una configuracion
espacial inestable, sefializado por el punto situado a la derecha del simbolo.
Poseen una estructura birradicélica, son muy reactivos, tienen una vida media
corta, por lo que actuan cercano al sitio en que se forman y son dificiles de
dosificar. Desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas

ubicuitarias y difusibles que se producen por diferentes mecanismos entre los



gue se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte
de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y las reacciones de
oxidacion, por lo que producen dafio celular (oxidativo) al interactuar con las
principales biomoléculas del organismo. Sin embargo, los radicales libres del
oxigeno tienen una funcion fisiolégica en el organismo como la de participar
en la fagocitosis, favorecer la sintesis de colageno y prostaglandinas, activar
enzimas de la membrana celular, disminuir la sintesis de catecolaminas por
las glandulas suprarrenales, modificar la biomembrana y favorecer la
quimiotaxis (Cheesman y Slater. 1993).

Los efectos nocivos de los radicales libres ocurren sobre diferentes
macromoléculas del organismo. En el caso de los lipidos es donde se produce
el mayor dafio en un proceso que se conoce como peroxidacion lipidica, que
afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, alterando la
permeabilidad de la membrana celular, produciendo edema y muerte celular.
La peroxidacion lipidica o enranciamiento oxidativo representa una forma de
dafio histico que puede ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno
singlete, el per6xido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Los acidos grasos
insaturados son componentes esenciales de las membranas celulares, por lo
gue se cree son importantes para su funcionamiento normal; sin embargo, son
vulnerables al ataque oxidativo iniciado por los radicales libres del oxigeno.
Una vez que se inicia, el proceso toma forma de “cascada”, con produccién de
radicales libres que lleva a la formacion de perdxidos organicos y otros
productos, a partir de los acidos grasos insaturados; y una vez formados estos
radicales libres son los responsables de los efectos citotoxicos (Jerlick, Pitt,
Schaur y Spickett. 2002).

En el caso de las proteinas los efectos nocivos se relacionan al haber
oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina y
metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y por
ultimo hay formacién de grupos carbonilos. Mientras en el ADN (Acido

desoxirribonucleico) ocurren fenémenos de mutaciones y carcinogénesis, hay



pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen especifico,
modificaciones oxidativas de las bases, deleciones, fragmentaciones,
interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos cromosomicos Yy
desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes. El dafio se puede
realizar por la alteraciéon (inactivacion/pérdida) de algunos genes supresores
de tumores que pueden conducir a la iniciacion, progresién, o ambas de la
carcinogeénesis. Los genes supresores de tumores pueden ser modificados por
un simple cambio en una base critica de la secuencia del ADN (Tiskow. 1996).

Considerando lo referido anteriormente, es importante resaltar que hay
diversidades de plantas, flores y frutos que poseen capacidad antioxidante,
aportando componentes metabdlicos secundarios de naturaleza fendlica,
denominados polifenoles. Los fenoles, especialmente los flavonoides (Figura
1) y los antocianos, muestran una gran capacidad para captar radicales libres
causantes de estrés oxidativo, atribuyéndose a su vez un efecto beneficioso
en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, cancerigenas y
neuroldégicas, ademdas poseen actividades anti-inflamatorias como la
Quercetina y Apigenina (Figura 2), antialérgicas, antitrombdticas vy
antimicrobianas (Harborne y Williams. 1992).

La capacidad antioxidante del reino vegetal ha sido motivo de esta
investigacion, en el caso particular se evalud la especie Baccharis latifolia
perteneciente a la familia Asteraceae del Reino Plantae. En la familia
Asteraceae se ha determinado la presencia de 5,4’-dihidroxi-3,7,8,3-
tetrametoxiflavona (ternatina) fue aislada de Egletesprostrata (Plantae:
Asteracea), y la estructura fue elucidada por interpretacion de datos
espectroscopicos y por comparacion con datos reportados para estructuras
modelos. Esta flavona exhibi6 un fuerte efecto antioxidante determinado
mediante inhibicion de la oxidacién del luminol inducida por peroxido de
hidrogeno. El grado de inhibicion de la oxidacién del luminol determinado fue

de 85 a 41% a las concentraciones de 53,5 y 1,07 pM de ternatina,



respectivamente, la cual fue considerada fuerte (Salazar, Henriquez,

Crescente, Sevcik, D'Suze y Christophersen. 2014).
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Figura 1. Estructura de flavonoide bioactivo (ternatina)

OH H
H OH or
HO o HO o
H
OH
OH (@) OH o
Quercetina Apigenina

Figura 2. Ejemplos de flavonoides con actividad anti-inflamatoria

Una vez descrita la situacién del problema de estudio, los autores

elaboraron el siguiente enunciado holopraxico:



¢, Cudl serdla actividad antioxidante del extracto metandlico en plantas de
la especie Baccharis latifolia, en el Laboratorio B “Antonio Morales”, Instituto
de Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes, desde Octubre de 2017 hasta Diciembre del 2019?

Justificaciéon de la Investigacion

Es necesario realizar la investigacion sobre la actividad antioxidante en
la especie Baccharis latifolia porque al poseer antioxidantes, éstos actuan
sobre los radicales libres que en bajas concentraciones cumplen una
importante funcion en variados procesos homeostaticos como intermediarios
en reacciones de oxidacion-reduccién (redox) esenciales para la vida, pero en
altas concentraciones son toxicos, ya que al oxidar moléculas biolégicas las
alteran y desencadenan trastornos en el metabolismo celular (Halliwell, 2012).

Los autores seleccionaron este tema de investigacién considerando que
plantas herbaceas, como en el caso de la especie Baccharis latifolia,
perteneciente a la familia Asteraceae son conocidos por la presencia de
compuestos fendlicos, sin embargo, en el continente no se le da uso comercial
a pesar de su gran potencial antioxidante.

Teniendo en cuenta las relaciones entre la especie y la actividad
antioxidante, es importante realizar esta investigacion, ya que estimula a
conocer los distintos metabolitos y medir su capacidad antioxidante. Es decir,
para estudiar la actividad antioxidante de los metabolitos secundarios que se
obtendran en el extracto de la especie. En tal sentido es importante también
observar la capacidad secuestrante de los metabolitos secundarios obtenidos
del extracto metandlico de la especie contra algunos patrones de referencia

como acido ascorbico para su identificacion.



Objetivos de la investigacion

Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante del extracto metandlico de la especie
Baccharis latifolia en el Laboratorio B “Antonio Morales”, Instituto de
Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes, desde Octubre de 2017 hasta Diciembre de 20109.

Objetivos Especificos

v Realizar extraccion metandlica de la especie Baccharis latifolia por el
método de maceracién a temperatura ambiente usando metanol como
solvente

v’ Identificar cualitativamente los componentes quimicos del extracto por
el método de Tamizaje fitoquimico

v' Ensayar la actividad antioxidante a través del método ABTS

v Determinar la concentracion de flavonoides totales y fenoles totales

Alcances de la Investigacién

El alcance de una investigacion se relaciona con la profundidad del
conocimiento sobre el fendbmeno de estudio. Establece la visiébn que posee el
investigador para lograr los objetivos. Del alcance depende la estrategia de
investigaciéon, asi, el disefio, los procedimientos y otros componentes del
proceso seran distintos en estudios con alcances descriptivo, exploratorio,
correlacional (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2010).

La profundidad que se quiere alcanzar es evaluar la correspondencia
entre la actividad antioxidante y los metabolitos secundarios presentes en

Baccharis latifolia. El criterio de estudio estuvo representado por técnicas



fitoquimicas donde el material vegetal se sec6 y pulverizé para luego
macerarlo en un solvente adecuado y a partir de dicho solvente obtener
metabolitos secundarios. A lo largo de la investigacion se evaluo la actividad

antioxidante de la especie.
Limitaciones de la Investigacion
Para el desarrollo de esta investigacibn se presentaron algunas

limitaciones tales como los recursos y obtencion de material de trabajo debido

a sus altos costos.



CAPITULO Il

MARCO TEORIO

Trabajos Previos

Guzman (2018), publicé un trabajo de investigacién titulado “Efecto de
los compuestos fendlicos totales del extracto etandlico de Baccharis
genistelloides sobre Streptococcus mutans” el cual se baso en la Medicina
Tradicional Complementaria (MTC), concebida para ayudar a los paises a
determinar la mejor manera de promover la salud y proteger a los usuarios que
desean recurrir a estos productos. Con la finalidad de buscar una alternativa
para el control del crecimiento de los microorganismos patdgenos, investigo la
actividad antimicrobiana de las plantas del género Baccharis utilizando
extractos apolares y polares de las especies B. latifolia, B. genistelloides, B.
obtusifolia, B. papillosa, B. santelicis, sobre cepas de Candida albicans;
observando actividad inhibitoria en los extractos de B. latifolia. Los extractos
provenientes de las hojas, presentaron un mayor contenido y capacidad
antioxidante debido a que los fenoles y flavonoides se encuentran
principalmente en la epidermis de las hojas. Una revision de la literatura sobre
la evaluacion de los extractos de plantas del género Baccharis y los
metabolitos secundarios aislados, revel6 que muchos estudios sobre sus
actividades se han llevado a cabo en los ultimos afios. Como es el caso del
analisis fitoquimico preliminar de las hojas de B. decusata, el cual mostro la
presencia de alcaloides, taninos, saponinas, esteroles y triterpenos; donde se
encontré que el extracto metandlico crudo y las fracciones de éter de petrdleo

mostraban actividad antiinflamatoria.
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Calle, A, San Martin, A, Melgarejo, M, Flores, Y y Almargo, G. (2017)
publicaron un trabajo de investigacioén titulado “Evaluaciéon del flavonoide y la
actividad antibacteriana de cinco especies de Baccharis de Bolivia” el cual se
basé en el anadlisis de cinco especies usadas en medicina tradicional (B.
latifolia, B. papillosa, B. tola, B. pentlandii y B. boliviensis) por espectroscopia
UV/V y HPLC (Cromatografia liqguida de alta eficacia, por sus siglas en inglés)
para determinar el contenido de flavonoides. Inicialmente, determinaron el
contenido de flavonoides totales, utilizando el método colorimétrico de cloruro
de aluminio y empleando como patrén de referencia la Luteolina, mostrando
en el extracto de las hojas de B. latifolia un alto contenido de flavonoides
totales (8,03 mg FT eq Lu/g de hojas). De igual manera los estudios indicaron
que el método de extraccion utilizado proporcion6é extractos con alta
concentracion de flavonoides entre 53,06 y 85,86 mg FT eq Lu/g de extracto
etandlico. Por otra parte, los perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC
mostraron que el extracto de B. latifolia, contiene un mayor contenido de
metabolitos secundarios en comparacion con los encontrados en el extracto
de B. pentlandii.

Loja, B, Alvarado, A, Salazar, A, Ramos, E y Jurado, B. (2017), publicaron
un trabajo de investigacion titulado “Cribado fitoquimico de Baccharis
latifolia (R&P.) Pers. (Chilca)” el presente trabajo tuvo como objetivo identificar
metabolitos secundarios de interés medicinal en las hojas de B. latifolia. El
tamizaje fitoquimico evalué la presencia de los siguientes metabolitos:
alcaloides, fenoles, flavonoides, carbohidratos, aminoacidos y lipidos. Los
metabolitos detectados con alta presencia fueron los fenoles (+++) para todos
los extractos, excepto en el extracto hexanico; asimismo, se evidencio la
presencia de flavonoides (+++) y alcaloides (+++) en el extracto acidulado.
Igualmente, se comprobd la existencia de carbohidratos en todos los extractos
excepto en el extracto apolar, sin detectar la presencia de otros metabolitos

primarios.

11



Guerra, P. (2016), publicé un trabajo de investigacion titulado “Evaluacion
de la actividad antioxidante Bioautogréfica de dos variedades de aceites
esenciales andinos Clinopodium nubigenum (Kunt) y Baccharis latifolia (Ruiz
& Pav.)” En la misma, determind la actividad antioxidante de los aceites
esenciales de las especies en estudios, los cuales fueron obtenidos por
hidrodestilacion. La capacidad captadora de radicales libres fue evaluada por
los métodos 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH, por sus siglas en inglés) y acido
2,2 -azino-bis-(3- etilbenzo-tiazolina-6 sulfonico) (ABTS, por sus siglas en
inglés). El andlisis e identificacidn quimica de ambos aceites realizado por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS, por sus
siglas en inglés), permitio determinar en el aceite de Clinopodium nubigenum
al menos 55 compuestos, encontrandose en mayor proporcion acetato de
carvacrol (42,17%), carvacrol (20,66 %), pulegona (6,3%), timol (5,54%) y p-
cimeno (5,2%). Por su parte, en el aceite esencial de Baccharis latifolia
identificaron 19 compuestos, entre los cuales se destacan a-felandreno
(18,11%), limoneno (17,04%), y andro encecalinol (5,41%). De los aceites en
estudio, Clinopodium nubigenum presentdé una actividad antioxidante
significativa similar al del aceite esencial de Thymus vulgaris usado como
sustancia de referencia; por otra parte, el efecto secuestrarte en el aceite de
Baccharis latifolia fue moderada.

Prada, J. (2015), publicé un trabajo de investigacién titulado “Andlisis
metaboldmico de la especie Baccharis latifolia (Asteraceae) en la sabana de
Bogota” en esta investigacion a partir del extracto etanélico de hojas, tallos,
frutos y flores de la especie B. latifolia (Asteraceae) colectada en diferentes
lugares, se establecio el perfil quimico mediante la cuantificacion de fenoles y
flavonoides y la capacidad antioxidante (DPPH y FRAP). Se realizé un analisis
TLC con el revelador Vainilina con el fin de detectar principalmente
terpenoides. De igual forma, tales extractos se analizaron por HPLC-MS para
estimar el nimero de metabolitos secundarios detectables presentes en cada

organo de la planta. El andlisis cuantitativo mostré que existe una alta
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correlacion entre los fenoles y flavonoides con el reactivo FRAP (ccP de 0,84
y 0,76, respectivamente). Con TLC se identificaron 22 compuestos en total, 20
en hojas, 12 en tallos, 11 en flores y 4 en frutos. Con HPLC-MS se detectaron
36 compuestos en total, 36 en hojas, 28 en tallos, 17 en flores y 4 en frutos.
Se realizé una identificacion tentativa y se encontraron 22 flavonoides, 10
alcaloides, 3 terpenoides y 1 lignano. Finalmente se discrimind mediante
analisis OPLS-DA supervisado con FRAP y DPPH y PCA con HCA
identificando diferencias y similitudes entre las muestras. En conclusion B.
latifolia es una planta bastante versatil, mostr6 cambios en su metaboloma
dependiendo del lugar, estado fenoldgico, composicion quimica, condiciones
de la planta y su entorno, ya sea produciendo o0 no ciertos compuestos que le

ayudan a subsistir en tales entornos, como lo son los flavonoides.

Antecedentes Historicos

El estudio con las plantas de la familia Asteraceae se inicio en el afio 300
a.C. Ya que fue Teofrasto (372- 288 a.C.) quien las describié en su obra de
historia plantarum. No obstante, la familia fue fundada con el nombre de
Compositae por Paul D. Giseke en 1792. El Cdédigo Internacional de
nomenclatura botanica permite también el uso del nombre Asteraceae
Dumortier, nombre asignado en 1822 y que deriva del género tipo, Aster,
término que significa estrella y hace alusién a la forma de la inflorescencia
(Katinas, 2007). Las contribuciones mas importantes al conocimiento y la
sistemética de las Asteraceae comienzan con el francés Henri Cassini a través
de numerosas publicaciones durante el periodo de 1812 a 1831, que incluyen

descripciones muy detalladas de su morfologia.

13



Otro gran contribuyente al conocimiento de la familia fue George
Bentham (1873), quien las describid, junto con Joseph Dalton Hooker, en su
monumental obra Genera Plantarum (1862-1883). Por su parte, Bentham fue
quien establecio 13 tribus, que son las tradicionalmente usadas en la
actualidad. En Argentina, el gran botanico espafiol Angel Lulio Cabrera (1908-
1999) fue quien marco los estudios en esta familia de plantas. Cabrera y
autores subsiguientes se basaron en la clasificacion de Bentham (1873) para
el tratamiento de Asteraceae en las floras locales. En su clave para la
determinacion de géneros de Asteraceae de Argentina, Cabrera (1961)
considera dos subfamilias: Tubuliflorae y Liguliflorae con las tribus
Anthemideae, Arctotideae, Astereae, Calenduleae, Cynareae, Eupatorieae,
Helenieae, Heliantheae, Inuleae, Mutisieae, Senecioneae y Vernonieae, para
la primera y la tribu Cichorieae para la segunda. Esta familia incluye una
cantidad de especies Utiles desde diversos puntos de vista, las cuales, han
ayudado al progreso y sustento de un gran numero de pueblos en todo el
mundo, satisfaciendo sus necesidades de alimento, forraje, lefia, medicinas,
entre otros.

Desde el punto de vista econémico, unas 40 especies tienen importancia
directa en la alimentacion humana (hortalizas y semillas oleaginosas) e
indirectamente por productos obtenidos por la industria. Otras especies
silvestres, tienen potencial nutricional, asi como son de interés tecnologico,
debido a la cantidad de metabolitos secundarios de uso farmacéutico.
Ademas, numerosas especies tienen un rol destacado en la estructura y
funcionamiento de los ecosistemas (Vitto y Petenatti. 2009).

El conocimiento fitoquimico de la familia Asteraceae ha aportado datos
relevantes a la taxonomia y ha explicado o facilitado el empleo de las mismas
en las actividades econdmicas (Vitto & Petenatti, 2009). En general, el grupo
esta caracterizado por la presencia de acidos iso- y clorogénico, flavonoides,
lactonas quiterpénicas, alcoholes triterpénicos pentaciclicos, aceites

esenciales, alcaloides (Aniszewski. 2007) y diversos derivados acetilénicos,
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mientras que carecen de taninos y de iridoides (Bohlmann, 1982), lo que ubica
a la familia como una de las méas ricas en metabolitos secundarios. Es
importante mencionar, la presencia de dos grupos de sustancias que son
consideradas como marcadores quimiotaxondmicos para la familia: las
lactonas quiterpénicas y los compuestos poliacetilénicos (Bohlmann. 1982;
Harborne. 1992).

Bases Tedricas
Ensayos Fitoquimicos

La fitoquimica es la ciencia que tiene como objeto el aislamiento, analisis,
purificacion, elucidacion de la estructura y caracterizaciéon de la actividad
biolégica de diversas sustancias producidas en las plantas. Los ensayos
fitoquimicos son de tipo cualitativo permiten la identificacion de drogas y el
reconocimiento de falsificaciones, se caracterizan principalmente metabolitos
secundarios. Los metabolitos primarios son importantes para la vida del
vegetal como proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas, hormonas, mientras
que los metabolitos secundarios no cumplen ningan rol fisiolégico en los
vegetales tales como los alcaloides, glicosidos, resina, entre otros (Bruneton.
2001).

Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos de sustancias quimicas presentes en
una planta, lo que permite orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los
extractos para el aislamiento de los metabolitos secundarios de mayor interés.
El tamizaje fitoquimico consiste en la aplicacion de diversas pruebas de

reacciones de color y precipitacion. Las mismas, permiten la evaluacion rapida,
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con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. Los resultados del
tamizaje fitoquimico constituyen Unicamente una orientacion y debe
interpretarse en conjunto con los resultados del screening farmacolégico. El
screening fitoquimico proporciona datos preliminares sobre los constituyentes
quimicos que, junto con los resultados del tamizaje pueden orientar la

continuacion de los estudios (Sharapin. 2000).

Extracto Metandlico

El extracto metandlico es el resultado obtenido a partir de materia prima
desecada de origen vegetal, por maceracién en contacto con metanol, seguida
de la eliminacién de dicho solvente por un procedimiento fisico. Este proceso
es sometido a determinadas operaciones para eliminar algunos de sus
componentes y asi mejorar notablemente la calidad del producto deseado. Es
una extraccion que se realiza a temperatura ambiente, consiste en remojar el
material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente adecuado, bien sea
agua o metanol, se prefiere el metanol puesto que a largos tiempos de
extraccion el agua puede propiciar la fermentacion o la formacion de mohos
hasta que éste penetre y disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar
cualquier recipiente con tapa, que no sea atacado por el disolvente;
colocandose el material vegetal junto con el disolvente, para luego dejar en
reposo durante un periodo de 15 dias. Luego se filtra el liquido, exprime el
residuo y recupera el solvente en un rota vapor, para obtener el extracto
(Gonzélez. 2014).

Maceracion

El proceso de maceracion consiste en colocar la planta en contacto con
el solvente, durante varios dias. Ocurre un proceso dinamico, que proporciona
un equilibrio de concentracion entre las sustancias presentes en la planta y el

solvente de extraccion, el mismo depende de factores inherentes a la planta
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como, por ejemplo, naturaleza y el tamafio de la particula, contenido de
humedad, asi como, factores que estan relacionados con el solvente, como la

selectividad y la cantidad (Pardo, Navarro y Oliva. 1994).

Procedimiento de la extraccion por maceracion

Se corta el material fresco en pequefios trozos para favorecer una buena
extraccion, dejandose en maceracion con un volumen equivalente al 85% del
solvente de extracciéon durante al menos 20 dias; agitando diariamente para
obtener un mayor rendimiento. Posteriormente el residuo se filtra adicionando
una cantidad suficiente de solvente, luego se prensa y se completa el volumen
final que se pretende obtener. Finalmente se deja en reposo durante 48 horas,

para despues filtrar y almacenar la tintura adecuada (Sharapin. 2000).

Extraccion continla con soxhlet

La extraccion Soxhlet es la técnica de separacion solido-liquido
comunmente usada para la determinacion del contenido graso en muestras de
diferente naturaleza. Aunque su campo de aplicacion es fundamentalmente el
agroalimentario, es también de utilidad en el area medioambiental, siendo
recomendado como método de andlisis para la determinacion del aceite y la
grasa total recuperable en aguas de vertidos industriales, permitiendo la
determinacion de hidrocarburos relativamente no volatiles, aceites vegetales,
grasas animales, ceras, jabones y compuestos relacionados (Pavia, Lampman
y Kriz. 1978).

Antioxidantes

Son sustancias que se encuentran presentes en las plantas, frutas y
seres vivos en bajas concentraciones comparadas con las de un sustrato

oxidable, los cuales, retardan o previenen la oxidacion de estos sustratos. Los
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antioxidantes se usan para prevenir y mantener su valor nutricional, también
para proteger al cuerpo de dafios causados por las especies reactivas del
oxigeno. Son conocidos por actuar a diferentes niveles en moléculas lipidicas,
disminuyendo la concentracion de oxigeno y previendo su reaccion (Balsano
y Alisi. 2009).

Mecanismo de Accion de los Antioxidantes

Los antioxidantes regulan la velocidad de reaccion de oxidacion en los
lipidos, los cuales interfieren con el proceso de oxidacién por diferentes
mecanismos. Estos involucran la inactividad de los pro-oxidantes en el medio
y retrasan el inicio de la oxidacion y la extension del periodo de induccion. Los
antioxidantes donan un &tomo de hidrogeno o un electrén a los radicales libres,
formados en los &cidos grasos insaturados, lo que derivan en productos mas
estables (Balsano y Alisi. 2009).

Clases de Antioxidantes

Los antioxidantes han sido clasificados dentro de 6 tipos segun Frankel,
en un estudio realizado en 1995, definiendo cada los mismos en:

Antioxidantes Primarios: Son compuestos que neutralizan a los
radicales libres, entre los cuales se encuentran butilhidroxianisol,
butilhidroxitolueno y el ter-butilhidroxiquinona. Estos antioxidantes al
mezclarse potencia su actividad antioxidante en mayor proporcién que cuando
actuan de manera individual.

Atrapantes de Oxigeno: son compuestos que remueven el oxigeno de
los sistemas cerrados, un ejemplo representativo es el acido ascorbico y sus
derivados, los cuales actuan como sinergistas en la regulacion de los

antioxidantes primarios.
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Antioxidantes Enziméticos: incluyen varias enzimas como & la glucosa
oxidasa, la catalasa, entre otras; las mismas actiian removiendo el oxigeno de
los compuestos altamente reactivos.

Agentes Quelantes: son compuestos secuestrantes de iones de
complejos metalicos como el cobre o el hierro, que catalizan la oxidacion
lipidica. Los mejores antioxidantes de este grupo son compuestos fenélicos
gue se encuentran en las plantas (acido citrico).

Antioxidantes Miscelaneos: son los minerales presentes en las plantas
y animales, estudiados como antioxidantes en aceites de origen vegetal como
olivo, algodon, germen de trigo, entre otros. Los miscelaneos han demostrado
ser buenos antioxidantes, en este grupo se encuentran los flavonoides y
derivados del &cido cinamico.

Antioxidantes Sintéticos: definidos por la Administracién de Alimentos
y Medicinas de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés), como
conservadores alimenticios, que retardan especificamente el deterioro o
descoloracion debido a la oxidacion lipidica. Los fenoles son las sustancias

mas comunes en este grupo (Franklen. 1998).

Radicales Libres

Los radicales libres son aquellas moléculas que en su estructura atomica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una
configuracion espacial que genera una alta inestabilidad. Esto lo hace muy
inestable, altamente reactivo y de corta vida, con una enorme capacidad para
combinarse inespecificamente en la mayoria de los casos, asi como, con la
diversidad de moléculas integrantes de las estructuras celulares, tales como:
carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y otros derivados (Halliwell.
2012).
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Métodos para determinar la actividad antioxidante In Vivo

Inhibidora del radical cation del acido 2,2 -azinobis-(3-

etilbenzotiazolina)-6 sulfénico (ABTS**)

La metodologia descrita por Kuskoski, se fundamenta en la formacion
del radical ABTSe+ tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico
(2,45 mM), incubados a la temperatura 25°Cy protegida de la luz durante 16 h.
Una vez formado el radical ABTS** se diluye con etanol hasta obtener un valor
de absorbancia comprendido entre 0,70 (x0,1) a 754 nm (longitud de onda de
maxima absorcion). Las muestras filtradas se diluyen con etanol hasta que se
produce una inhibicion del 20% al 80%, en comparacion con la absorbancia
del blanco, tras afiadir 20 pL de la muestra. A 980 pL de dilucién del radical
ABTS asi generado se le determina la absorbancia a 754nm a 30°C, se afiade
20 pL de la muestra (dilucién de antocianos) y se mide de nuevo la absorbancia
a 754nm pasado 1 minuto. La absorbancia se mide de forma continua
transcurridos 7 minutos. El antioxidante sintético de referencia, Trolox, se
ensaya a una concentracion de 0-15 pM (concentracion final) en etanol, en las
mismas condiciones, lo que se hace también con el acido ascorbico (0-20
mg/100 mL). Los resultados se expresan en TEAC (actividad antioxidante
equivalente a Trolox). (Kuskoski. 2005).

Familia Asteraceae

La familia Asteraceae, segun Bercht y Presl (1820), corresponde al orden
Asterales, suborden Asteridae, caracterizada por sus inflorescencias
racimosas en capitulos, con flores individuales epiginas rodeadas de una o
varias hileras de bracteas involucrales, sobre el receptaculo comun en que

remata el escapo o rama florifera (Weberling. 1989). En muchas regiones del
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mundo las Compuestas llegan a integrar hasta el 10% de la flora vernacula.
Se estima su riqueza en aproximadamente 25.000 especies y mas de 1.500
géneros (Freire e lharlegui, 2000). Entre los géneros mas importantes de la
familia Asteraceae se encuentra el Senecio (1.250), Vermonia (1.000),
Cousinia (650), Eupatorium (600), Centauria (600), Artemisia (550), Baccharis
(500) (Verdi, Costa y Pizzolatti. 2005).

Género Baccharis

El género Baccharis, son Frutices o arboles de hasta 6 metros de altura,
con ramas terminales estriadas, glabras, glandulosas, mas o menos viscoso-
resinosas. Hojas alternas subcoriaceas, peciolos de 3 a 8 mm de longitud,
complanados y con la base engrosada formando una pequefia vaina; lamina
oblongo-eliptica o sublanceolado-eliptica, atenuado-cuneada hacia la base,
subitamente atenuado-aguda hacia el 4pice, margen serrulada en la mitad
superior, triplinervia de 2 a 6,5 cm de longitud entre 0,8 a 2,4 cm de altura, con
puntos glandulosos en ambas caras, viscosa, mas o menos brillante y con el
nervio medio y los nervios laterales algo conspicuos por el haz, opaca, con el
nervio medio, los nervios laterales ascendentes y conspicuos y el reticulo

prominulo por el envés (Vivas y Ubiergo. 2010).

Descripcion Botanica de la especie B. latifolia

Descripcién botanica de la especie B. latifolia; Es un arbusto que alcanza
una altura de 1,5 a 3 metros. Posee hojas simples alternas, con peciolo de 1,5
a 2 cm de largo, oblongo-lanceolada, de apice acuminado, base cuneiforme,
uniformemente aserrada en la margen, (Velasquez 2007), de color verde
brillante por el haz, pegajosas y con tres nervios pronunciados que salen
desde la base. Las hojas sirven como una caracteristica importante para

diferenciarlas taxondmicamente (Hoyos y Yep. 2008). Las ramas son
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delgadas, glabras y resinosas (Veldsquez 2007). La inflorescencia es
blanquecina paniculada, terminal y ramificada (Hoyos y Yep 2008), los
capitulos son numerosos dispuestos en los apices de las ramas. Su involucro
o umbrela es acampanado, las bracteas en tres o mas hileras o series de borde
hilialino (Transparente) (Veldsquez 2007). Presenta numerosas flores con
corola filiforme; aquenios oblongos, vilano blancuzco de aproximadamente 1,2
mm de largo. Los frutos son de tipo aguenios de color café de 4 a 5 mm de

longitud (Hoyos y Yep 2008) y glabros (Velasquez. 2007).

Definicién de Términos Basicos

Fitoquimica: la fitoquimica es una especialidad que deriva de la
farmacognosia que se dedica al estudio quimico de las plantas medicinales.
La misma tiene una gran importancia en la determinacion de los componentes
activos de las plantas medicinales, su cuantificacién y andlisis de los efectos
beneficiosos y perjudiciales para la salud humana (Bruneton. 2001)

La Fitoquimica trata sobre los métodos de obtencion de los componentes
activos, su clasificacion de acuerdo al grupo funcional quimico organico a la
gue pertenece, ademas, estudia los procedimientos analiticos para comprobar
su calidad (Dominguez. 1973).

Reacciones de 6xido reduccién: una reaccion de oxido-reduccion se
caracteriza porque hay una transferencia de electrones, en donde, una
sustancia gana electrones y otra sustancia pierde electrones:

En ese sentido, la sustancia que gana electrones, disminuye su nimero
de oxidacion y se reduce se le denomina agente oxidante; por su parte, la
sustancia reductora es aquella que pierde electrones, aumenta su nimero de
oxidacion y se oxida (Zumdahl, Muradas, Bosque y Ortega. 1992).

Plantas ginodioicas: se denominan a la poblacion de plantas

poligamicas, en la que unos individuos poseen flores femeninas y la otra
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porcion presentan flores unisexuales masculinas y femeninas o flores
hermafroditas (Giemes. 2001).

Caliz: conforma la cubierta externa de la flor, esta constituido por hojas
transformadas llamadas sépalos, que por lo general son de color verde y sirven
para proteger a las demas piezas florales. La corola consiste en un nimero
determinado de pétalos, segun la especie. Los pétalos son también hojas
transformadas, aunque por su color, disefio y forma resultan visualmente muy
diferentes de las hojas y su funcién es la de atraer a los polinizadores (Font.
1953).

Androceo: es el conjunto de 6rganos masculinos en la flor, denominados
estambres que también reciben el nombre de microfilos. El estambre es la
parte de la flor que produce el polen, y esta diferenciado en dos partes, una
estéril, el filamento, y una fértil, la antera (Font. 1953).

Terofitas: plantas que completan todo su ciclo de desarrollo durante la
estacion favorable, siendo de periodo anual y que pasan a la estacion
desfavorable en forma de semilla (Rodriguez. 1991).

Hemicriptofitas: plantas herbaceas con las yemas de recambio en la
superficie del suelo o inmediatamente debajo. Pueden ser cespitosos,
rosulados, erectos, trepadores (Rodriguez. 1991).

Corola: es la parte mas interna de la envoltura floral y por tanto la mas
préxima a los érganos reproductores. Esta formada por un nimero variable de
piezas, llamadas pétalos, que por lo general carecen de clorofila y presentan
una coloracion variable (Font. 1953).
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Operacionalizacion del Evento

Tabla 2.-Operacionalizacion del evento de estudio “Actividad antioxidante”.

1. Evento

El evento de estudio de
esta investigacion sera
la capacidad
antioxidante.

2. Definicion conceptual
¢, Qué es?

Son sustancias que estan presentes en frutas,
vegetales o en el cuerpo en bajas
concentraciones comparadas con las de un
sustrato oxidable, retardan o previenen la
oxidacion de estos sustratos. Los antioxidantes
se usan para prevenir y mantener su valor
nutricional, también para proteger al cuerpo de
dafios causados por las especies reactivas del
oxigeno. Son conocidos por actuar a diferentes
niveles en moléculas lipidicas, disminuyendo la
concentracion de oxigeno y previendo su
reaccion (Decker y cols 2005).

3. Definicion
Operacional ¢Qué
se mide?‘

Se realizara la
investigacion a partir
de la evaluacion de un
extracto metandlico por
medio de técnicas

fitoquimicas.

4. Dimensiones

5.Indicadores

Capacidad
secuestrante de los
metabolitos
secundarios.

Presencia o ausencia de la capacidad antioxidante.

Navas, Rodriguez, Arias (2012) Hernandez y cols (2010)
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Hurtado (2010) refirié que el tipo de investigacion tiene relacion con la
interrogante de estudio, en la cual se resalta lo que se quiere saber, pues esto
marca el logro general que se desea conseguir durante el proceso, identificar
el tipo de investigacion. En consecuencia, el verbo a utilizar en el objetivo tiene
gue implicar un logro. Especificamente, en esta investigacion se quiere evaluar
la actividad antioxidante de los metabolitos secundarios que se obtendran en
el extracto metandlico de la especie Baccharis latifolia, en funcién de un
periodo y contexto determinado, por lo tanto, se puede decir que esta

investigacion es de tipo evaluativa.

Disefio de Investigacion

La estrategia que se implementara para recolectar los datos, en un
proceso de investigacién constituye el disefio (Hurtado, 2010). De tal manera,
esta investigacion se basa en un disefio experimental, ya que los datos del
evento de estudio se recolectaron en el lugar donde ocurrié el fendbmeno,
especificamente en el Laboratorio B “Antonio Morales”, Instituto de
Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de
Los Andes. Con respecto al tiempo de recoleccion de datos, esta investigacion
debe ser contemporanea, debido a que se recolectaron durante el tiempo

estipulado para el desarrollo del trabajo.
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Poblacién y Muestra

Unidad de Estudio

Hernandez, Fernandez y Baptista (2010), refirieren que una poblacion es
el conjunto de todos los casos que concuerdan con una serie de
especificaciones. La poblacién conduce hacia el conjunto finito o infinito de
elementos que presentan caracteristicas comunes con el fendmeno que se
investiga. En base a lo antes expuesto, la poblacién estudiada es finita,
integrada por el género Baccharis latifolia que se recolecté en el estado
Mérida, en el Collado del Condor, a 20 km de la poblacion de Pifiango, dicha
especie se evalué en el Laboratorio B “Antonio Morales”, Instituto de
Investigacion de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de
Los Andes, desde Octubre de 2017 hasta Diciembre de 2018.

Instrumento de Recoleccion de Datos

Los instrumentos que se utilizaran para la obtencién de la informacion
deberan ser validados por los expertos, con el objetivo de determinar la validez
del contenido. De hecho, se estima que la validez constituye el procedimiento
gue permite determinar la consistencia interna de los instrumentos en cuanto
a que midan lo que se propone cuantificar, de ahi, se dice que la validez, se
refiere al grado en que un instrumento realmente mida la variable segun

Hernandez y cols (2010).
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Metodologia de la Investigacion

Tabla Il. Metodologia de la investigacion

Recoleccion de la planta

La planta Baccharis latifolia se recolect6 en la zona del paramo, Estado Mérida.

A4

Identificacion de la especie
Secado de las hojas recolectadas en horno a 40 °C molienda y pesada

A4

Extraccion por maceracion usando metanol como solvente
Concentracion a presion reducida en rotavapor a 65 °C.

A4

Tamizaje fitoquimico

L4

Analisis de la actividad antioxidante

A4

ABTS, Flavonoides y Fenoles totales

Estudio de la capacidad antioxidante

Con los instrumentos aplicados, se podra determinar ciertos patrones con
el evento de estudio, referido al género Baccharis latifolia. Permitira conocer
la relacion de la capacidad antioxidante del género con los patrones de

referencia, tales como: Trolox y antioxidantes comerciales.
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BUsqueda de la especie

Recoleccién de las Especies Botanicas

La especie Baccharis latifolia se recolecto en el Collado del Condor, a 20

km de la poblacién de Pifiango, estado Mérida, ubicado a 4118 msnm.

Determinacién Taxonémica de la Planta

Una muestra representativa de Baccharis latifolia fue entregada al
Profesor Pablo Meléndez para su correspondiente identificacion y clasificacion
botanica, posteriormente un voucherspecimen se depositd en el Herbario “Dr.
Luis Ruiz Teran”, Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los

Andes en Mérida, Venezuela.

Seleccion, Division y Preparaciéon del Material Vegetal

El material vegetal recolectado se seleccioné con la finalidad de eliminar
impurezas y partes en descomposicion (tallos, hojas y frutos). Luego esta

muestra se desting para la preparacion del extracto metandlico.

Secado, Molienda y Pesada del Material Vegetal

El material vegetal reservado para la obtencion del extracto de Baccharis
latifolia, se secO en un horno eléctrico ubicado en el herbario “Dr. Luis Ruiz
Terdn”, a temperatura no superior a 40 °C, durante al menos 72 horas.
Transcurrido este tiempo, se verifico que la muestra se encontraba libre de
humedad y quebradizas al tacto, para luego realizar un proceso de molienda

por separado, para obtener un tamafio de particula que pueda traspasar un
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tamiz de malla nimero 20. La muestra se peso, envaso, rotulé y colocé en un

lugar seco y fresco.

Extraccion por Maceracion del Material Vegetal

El material vegetal seco y molido de Baccharis latifolia fue sometido a
extraccion por maceracion en frio, usando como solvente metanol, durante un
periodo de 10 dias dividido en dos ciclos. Esta técnica de extraccion solido-
liquido, consiste en colocar la muestra en un envase con tapa, junto con el
solvente orgénico hasta lograr la saturacién del mismo y luego ser sustituido,
a los 5 dias por un nuevo volumen de solvente (Lavabre. 1995). El mismo se
realizd en el Laboratorio C de Productos Naturales “Antonio Morales” del
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la
Universidad de Los Andes, bajo la supervision de la Profesor Alexis Buitrago.

Filtracion del Extracto Metandlico

Al culminar el periodo de maceracién, se procedié a la filtracién por
gravedad. Procedimiento que consistid6 en utilizar un embudo coénico que
contenia un papel de filtro con tamafio de poro adecuado, lo que permitié en

forma simultanea retener la muestra solida y dejar fluir el extracto metandlico.
Concentracion y Obtencién del Extracto Crudo

El extracto obtenido para Baccharis latifolia, se concentré destilando el

metanol a presion reducida, mediante el uso de un rotavapor, a presién

reducida, a una temperatura no superior a los 40-50 °C. El producto seco

obtenido fue pesado y rotulado.
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Tamizaje Fitoquimico

El estudio fitoquimico preliminar del extracto organico de Baccharis
latifolia, se realiz6 con el propdsito de identificar en forma cualitativa |
presencia de ciertos metabolitos secundarios, tales como; alcaloides,
cumarinas, compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas, antraquinonas,
saponinas, glucésidos cardiotonicos, taninos y mucilagos. Los diferentes
procedimientos de analisis colorimétricos y cromatograficos reportados en la

literatura se realizaron como se describen a continuacion.

Alcaloides

Las técnicas de identificacion de alcaloides se basan en la formacion de
una sal doble insoluble al hacer reaccionar la muestra con compuestos que
contienen mercurio, oro, bismuto, yodo o platino. En la Tabla N° 3 se
especifican los diferentes reactivos disponibles para la identificacion de
alcaloides (Tiwari, 2011).

Tabla N° 3 Identificacién de Alcaloides

Ensayo Reactivo Procedimiento
" Solucién de Yodo y yoduro ~ Se disolvié una porcién del extracto en 2
Wagner de potasio mL de H(;I al5 % Luego, se agltfj, filtro y
se tom6 una alicuota, para adicionarle
gotas del reactivo. La presencia de un
Cloruro de mercurio y precipitado rojo pardo, blanco amarillento
Maver yoduro de potasio o anaranjado; indica la positividad de la
y prueba
Solucién saturada de &acido
Hager picrico
Nitrato de bismuto
Dragendorff pentahidratado y yoduro de
potasio
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Antraquinonas

Las antraquinonas son compuestos hidroxilados que proporcionan una

coloraciéon rojiza caracteristica de la reaccibn en medio acuoso alcalino,

producto del estado de resonancia de los grupos OH fendlicos. Para el caso

de los glicosidos, es necesario realizar una hidrolisis para separar el aglicon

empleando un solvente organico (tolueno o benceno). En la Tabla N° 4 se

presentan algunas reacciones de identificacion (Tiwari, 2011).

Tabla N° 4 Identificacion de Antraquinonas

Ensayo

Reaccion
con NH4OH

Reactivo

Hidréxido de
amonio
concentrado

Procedimiento

Una pequefia porcién del extracto se le adicion6 una gota de
hidroxido de amonio concentrado. Se considera positiva la prueba
para antraquinonas al aparecer una coloracion roja en los dos
primeros minutos

Reaccioén
con H2S04

Acido sulfarico

concentrado

Una pequefia porcién del extracto se le agreg6 una gota de acido
sulfdirico concentrado. La formacion de una coloracion roja indica
la presencia de antraquinonas

Reaccioén de
Borntraguer

Agua destilada,

Hidréxido de

potasio al 5 %,

cloroformo y
peréxido de

hidrégeno al 6 %

Una pequefia porcion del extracto se diluy6 en 3 mL de agua
destilada y luego se filtr6. Al liquido filtrado se le afiadié 3 mL de
hidréxido de potasio al 5 % y se calenté hasta ebullicién por 3
minutos, una vez fria la solucién se realizdé una extraccion con 3
mL de cloroformo. Se eliming la fase acuosa y a la fraccién
cloroférmica se le adicioné 2 mL de hidréxido de potasio al 5 %.
Un color rojo indica la presencia de benzoquinonas: si es amarillo
verdoso, se adicioné una gota de peroxido de hidrégeno al 6 %. Si
la coloracion cambia a roja se considera positiva la prueba para
derivados de antronas

Reaccién
con benceno

Benceno y
solucion de
amoniaco al

10 %

Una pequefia porcién del extracto se mezclé con 1 mL de
benceno. Luego se filtrd y al liquido resultante se le adiciond, con
agitacion, 0,5 mL de amoniaco al 10 %. La presencia de un color

rosa, rojo o violeta en la fase amoniacal (inferior) indica la

presencia de antraquinonas

Glicésidos y Glicésidos cardiotonicos

Los glicosidos cardiotdnicos son compuestos que presentan un nucleo

esteroideo con sustituyentes del tipo lacténico (a, B, y) insaturado. De igual
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manera, presenta una porciéon glicosidica, sensible a la hidrolisis en medio
acido. En la Tabla N° 5 se presentan las reacciones de identificacion para este

tipo de compuestos (Tiwari, 2011).

Tabla N° 5 Identificacion de Glicosidos y Glicésidos cardiotdnicos

Ensayo Reactivo Procedimiento
Reaccion Solucion de A una pequefia porcion de los extractos se le adicioné una
con Hidréxido gota de hidréxido de amonio concentrado. Se considera
hidréxido positiva la prueba para antraquinonas al aparecer una
de sodio coloracion roja en los dos primeros minutos
Acido sulfarico Se disolvio los extractos en el reactivo de Keller. Se Adicioné
Keller— concentrado, gotas de H2S04 concentrado. Un anillo de color marrén en la
Killiani acido acético interfaz indica la presencia de azucares 2-desoxigenadas
glacial y tricloruro
de hierro
Piridina, Se agreg6 2 o 3 gotas de piridina a los extractos, se adiciond
Reaccion de nitroprusiato una gota de solucién de nitroprusiato de sodio al 5 %.
Legal de sodio al 5 % Finalmente se afiadio 3 gotas de NaOH 2 N. La aparicion de
e 0 € un color rojo intenso indica la presencia de lactonas a, -
hidréxido de sodio ; ’
N insaturadas

Triterpenoides y Esteroides

Este grupo de compuestos son derivados principalmente por el
epoxiescualeno; presentan un grupo hidroxilo en el carbono namero tres que
permite la unién a varias moléculas glucosidicas, lo que deriva en la formacion
de estructuras heterosidicas, siendo las de mayor abundancia en la naturaleza
las del tipo triterpeno y esteroideo. Algunas pruebas de coloracion son

presentadas en la Tabla N° 6 (Tiwari, 2011).
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Tabla N° 6 Identificacion de Triterpenoides y Esteroides

Ensayo Reactivo Procedimiento
Una porcion del extracto se le afiadié 2 gotas de

Reaccion de  Acido acético glacial ~ CHsCOOH anhidro y se esterifico con 2 gotas de H2SO4

Lieberman y acido sulfarico concentrado. La formacion en la interface de un color
Bouchard concentrado azul o verde indica la presencia de esteroides, mientras
gue un color amarillo anaranjado hasta pardo, evidencia

la presencia de triterpenoides

Reaccion de A una pequefia porcion del extracto se le adicion6 2
Rosenthaler Vainillina y &cido gotas del reactivo Rosenthaler, luego 2 gotas de H2SO4

Vainillina concentrado. La formacion en la interface de un color

Triterpenoides

sulfarrico concentrado

violeta mostré la presencia de saponinas triterpenoides

Se disolvié 100 mg del extracto seco en 2 mL de

Prueba de
Komarowsky

hidroxibenzaldehido
en etanol al 2 %
B: 5 mL de acido

sulfarico y etanol 1:1

S e Acido sulfarico cloroformo, se adicion6 cuidadosamente 2 mL de H2SO4
[ concentrado hasta formar una doble fase. La formacién de un color
Esteroides marrén rojizo en la interface indica la presencia de un
( ides) anillo esteroideo
A: 25 mL de 4-

Se disolvio el extracto en metanol, para realizarle TLC
usando el reactivo de Komarowsky como revelador, y
como fase movil se utilizo la mezcla cloroformo metanol y
agua (70:30:5). La positividad de la prueba se manifiesta
con la aparicién de una mancha de color rojo para
triterpenos y verde para esteroides

Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos diaril-propanicos que

presentan en su estructura un anillo A, el cual proviene de la ruta de los

policetidos y un anillo B proporcionado por la ruta del acido shikimo. Estos

anillos estdn unidos por tres carbonos provenientes del fenilpropano. La

presencia de grupos hidréxilos en su estructura, favorece, en un medio basico,

las reacciones de oxido-reduccion, asi como también, la formacién de

complejos con algunos iones metalicos, tales como: el cobre (Cu?*), hierro

(Fe?*), magnesio (Mg?*) y zinc (Zn?*), entre otros. En la Tabla N° 7 se

presentan algunas reacciones de identificacién para este tipo de compuestos
(Trease y Evans, 2002).
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Tabla N° 7 Identificacién de Flavonoides

Ensayo Reactivo Procedimiento
Acido clorhidrico El extracto se disolvié en 2 mL de etanol absoluto, se
Reaccion de y virutas de adicion6 2 gotas de HCI concentrado. La formacion de una
Shinoda magnesio coloracion roja indica la presencia de auronas o chalconas.
metalico En caso de cambiar la coloracién, se colocé un trozo de
magnesio metalico, la formacioén de una coloracion naranja
a rojo, indica la presencia de flavonas, rojo flavonoles y
magenta flavononas
Reaccion de Polvo de zinc y A un tubo con extracto diluido, se le agregé polvo de zinc 'y
Pew’s acido clorhidrico  unas gotas de HCI 5 N. La formacidn de una coloracion rojo
5N purpura o rojo cereza indico la presencia dihidroflavonas,
por el contrario si es rosa o café indica la presencia de
flavanonas, dihidrochalconas y otros flavonoides
Reaccion de Solucién de Al extracto colocado en un tubo de ensayo, se le adicioné
hidréxido de hidroxido de 3 gotas de hidroxido de sodio al 10 %, si la reaccion es
sodio sodio al 10 % positiva se observa una coloraciéon amarilla a rojo
(xantonas y flavonas), café a purpura rojizo (chalconas) y
azul para antocianinas
2- Solucion al 2% Se disolvié una pequefia porcién del extracto en una

aminoetildifenil-
borato (2-AEDB)

en MeOH

solucidn al 2 % en metanol, posteriormente se realizara
TLC utilizando el 2-AEDB como revelador. La apariciéon de
una fluorescencia amarilla intensa a 365 nm indica la
positividad de la prueba

Cumarinas

Las cumarinas son compuestos provenientes de las rutas biosinteticas

del shikimato y policétido, presenta como nucleo principal el 2H-1-benzopiran-

2-ona, una lactona derivada del acido O-hidroxicinamico con propiedades

fluorescentes bajo la luz ultravioleta. La presencia del anillo lacténico favorece

su solubilidad en soluciones hidroalcohoélicas de NaOH el cual le confiere una

coloracién amarilla. En la Tabla N° 8 se describe el procedimiento a utilizar

para su determinacion cualitativa (Trease y Evans, 2002).
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Tabla N° 8 Identificacién de Cumarinas

Procedimiento

Reaccion con Etanol e A una porcion del extracto se le adicioné 0,5 mL de etanol y
hidréxido de hidréxido de dos gotas de NH4OH concentrado. La prueba se considera
amonio amonio positiva si presenta una fluorescencia azul, verde o amarillo
concentrado a una longitud de onda de 365 nm
Saponinas

Las saponinas son glicosidos esteroidales con un ndcleo espirostano,
que presentan la propiedad de hemolizar los glébulos rojos y producir
abundante espuma cuando se agitan sus soluciones acuosas. La hidrolisis con
acidos minerales, divide la molécula en carbohidrato y sapogenina con
esqueleto esteroideo o triterpenico (Marcano y Hasegawa, 2002). La presencia
de saponinas se determina mediante los ensayos que se mencionan en la
Tabla N° 9.

Tabla N° 9 Identificacion de Saponinas

Ensayo Reactivo ' Procedimiento
Prueba de la Agua En un tubo de ensayo se colocé 1 mL de extracto acuoso, se
altura de la destilada agitd vigorosamente y se midié la altura de la espuma. Se
espuma considera positiva una altura de 8 a 10 mm, estable por 30
minutos
Prueba de Bicarbonato A 50 mL del extracto acuoso se le afiadié una gota de
Bicarbonato de sodio NaHCOs, se mezclé y agité vigorosamente durante 3 minutos.
de sodio La formacién de espuma en forma de panal de abeja indica la
presencia de saponinas

Taninos

Los taninos son compuestos quimicos de caracter fendélico con alto peso

molecular, que forman con el agua soluciones coloidales. Se distinguen dos
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grupos basicos de taninos que difieren por su estructura y su origen
biogenético, a saber: taninos hidrolizables y condensados (catéquicos). Los
taninos hidrolizables por tratamiento con acido se descomponen en azucares
y acidos fendlicos, ademas, son compuestos reductores que forman sales
complejas coloreadas con tricloruro de hierro (FeCls) y precipitan con acetato
de plomo y alcaloides (Shyamala-Gowri y Vasantha, 2010). Algunos
procedimientos que permiten cualificar estos compuestos quimicos se
describen en la Tabla N° 10.

Tabla N° 10 Identificaciéon de Taninos

Ensayo Reactivo Procedimiento
Control ' Agua destilada, ~ Sedisolvi6 100 mg del extracto en 10 mL de etanol por 5
etanol y cloruro minutos. Se extrajo con 25 mL de agua destilada llevando a
de sodio ebullicién durante 15 minutos, luego se dej6 en reposo hasta

temperatura ambiente. Se agreg6 0,2 mL de solucién de NacCl
al 10 % p/v y se filtr6. Se adicioné 3 mL del filtrado a 5 tubos
de ensayo. Tubo 1: nicamente la alicuota del filtrado de la
muestra (tubo control)

Gelatina Gelatina Tubo 2: se agreg6 4 o 5 gotas de soluciéon acuosa de gelatina
1% al 1 % p/v. La formacion de un precipitado indica la presencia
de posibles taninos
Gelatina Gelatina y cloruro Tubo 3: se agrego6 4 o 5 gotas de solucion de gelatina-sal (1
(1%)-Sal de sodio % gelatina + 10 % sal). La apariciéon de un precipitado blanco
(10%) indica la positividad de la prueba
FeCls Tricloruro Tubo 4: se agreg6 3 o 4 gotas de solucion de tricloruro férrico
10% férrico al 10 % p/v. El desarrollo de una coloracion rojo-vino indica la

presencia de compuestos fendlicos, verde intenso es indicativo
de taninos pirocatecolicos y azul muestra la presencia de
taninos pirogalatanicos
KsFe(CN)s Ferricianuro Tubo 5: se adicion6 1 gota de ferricianuro de potasio al 1 %.
1% de potasio La presencia de una coloracion azul muestra la presencia de
compuestos fenolicos
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Mucilagos

Los mucilagos son considerados un grupo de hidrocoloides,
conformados principalmente de polisacaridos y proteinas, que tienen la
propiedad de hidratarse al contacto con el agua. Se clasifican en compuestos
neutros y acidos, que precipitan con la presencia de alcohol y metales pesados
(Shyamala-Gowri y Vasantha, 2010). En la Tabla N° 11, se explica el ensayo

a realizar para este tipo de metabolito.

Tabla N° 11 Identificacion de Mucilagos

Ensayo Reactivo Procedimiento
| Enfriamientoa Agua ~ Se disolvi6 el extracto semisélido o seco en agua destilada. '
0-5°C destilada Se tomd una alicuota del extracto en agua y se enfrié a una

temperatura de 0-5 °C. Si la solucién toma una consistencia
gelatinosa se considera positiva

Compuestos fendlicos

Los fenoles son compuestos que presentan en su estructura al menos un
anillo aroméatico con funciones hidroxiladas. Son sustratos muy reactivos a la
sustitucion aromatica electrofilica en las posiciones orto y/o para, condicion
ideal para las reacciones de halogenacion, nitracion, sulfonacion, entre otras.
En ese sentido, la prueba con triculoruro férrico genera un complejo estable
de color azul a violeta, que se origina por el ataque del ion cloruro al hidrégeno
del grupo hidréxilo, provocando una ruptura de enlace y la unién del grupo
fendxido al ion férrico (Shyamala-Gowri y Vasantha, 2010). El procedimiento a

seguir se resume en la Tabla N° 12.
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Tabla N° 12 Identificacion de compuestos fendlicos

Ensayo Reactivo Procedimiento
Prueba de Tricloruro férrico, A una alicuota del extracto alcohdlico se le adicioné 3 gotas
FeCls solucion de de acetato de sodio para neutralizar y 3 gotas de una
cloruro de sodio solucion de FeCls al 5 % en solucidn fisioldgica. El
0,9 % m/vy desarrollo de una coloracion rojo vino, verde o azul es
acetato de sodio indicativo de compuestos fendlicos

Actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante se realizd, en el Laboratorio de
Analisis Biotecnolégico y Molecular (ANBIMOL) "Prof. Guillermo Lopez
Corcuera”, del Departamento de Bioanalisis Clinico, Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, bajo la supervision de la Dra.

Elizabeth Pérez. La actividad antioxidante se determiné con el siguiente

ensayo: actividad secuestrante de los radicales libres (ABTS"*), para este
caso se preparé una solucién de 1000 ug/mL en metanol y se envaso en frasco

de color ambar para protegerlo de la luz.

Actividad inhibidora del radical cation del acido 2,2 -azinobis-(3-

etilbenzotiazolina)-6 sulfénico (ABTSe+)

La técnica implica la produccion directa del croméforo ABTS®+ de color
verde-azul que se presenta en la Figura 3, cuando reacciona el acido 2,2 -
azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6 sulfénico con el persulfato de potasio
(K2S20s). El radical formado presenta tres maximos de absorcion a las
longitudes de onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm, el cual se decolora hasta
ABTS cuando se adiciona un agente antioxidante. El porcentaje de inhibicion

del radical cation ABTS®* dependera de la concentracién, el tiempo de

reaccion y la relacion con el patron de referencia.
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El estudio comenzé con la formacién del radical cation ABTS®*
mezclando acido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6 sulfénico 7 mM con
persulfato de potasio a una concentracion final de 2,45 mM, dejando la

reaccion en la oscuridad durante al menos 16 h. Se mezclaran 40 uL de la

solucién de ABTS®* con 960 pL de etanol para obtener una solucién que
proporcione una densidad 6ptica medida a 734 nm de 0,700 (x 0,02), estable

durante 30 minutos.

0;S

RSt

cation del deido 2,2 -azinobis-(3
etilbenzotiazolina)-6 sulfénico (ABTS *)
Azul

Ty

CoHs
Csz
Acido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6

sulfénico (ABTS)
Incoloro

Figura 3. -Reaccion secuestrante del radical ABTS**

Luego se tomaron 10 pL de las diferentes muestras preparadas en etanol

y se coloco en la cubeta del espectrofotometro, adicionando 1 mL de la

solucién de ABTS®*y se procedié a medir la densidad éptica a 734 nm a los

tiempos del miny 6 min.

39



Por otra parte, se prepar6 una curva de calibracién a partir de una
solucion de 8 mM de Trolox de concentraciones 1, 2, 4 y 8 uM, diluidas en
buffer PBS 5 mM a pH 7,4). Con los valores obtenidos se calculo el porcentaje
de disminucién de color a 734 nm después de 6 min de reaccion para cada
muestra, utilizando la ecuacién de la recta obtenida con las diferentes

soluciones del estandar (Re y col., 1999).

Contenido de fenoles totales (método de Folin-Ciocalteu)

El ensayo se fundamenta en la reaccion a pH basico entre la solucion
formada por las sales de wolframato sédico y molibdato sédico con los
compuestos fendlicos. En la (Figura 4) se presenta el mecanismo de la
reaccion redox que origina una nueva especie quimica de color azul, la cual

se determina espectrofotométricamente a 765 nm (Skerget y col., 2005).

El estudio se realiz6 tomando 0,5 mL del extracto y compuestos aislados
y se mezclé con 2,5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu, dejandose reaccionar a
temperatura ambiente durante tres minutos. Luego, se adicion6 2 mL de
carbonato de sodio 0,71 M; la mezcla se dejé en reposo por cinco minutos

protegido de la luz.

OH
OH*
—>
+ W/ Mob* + W3/ Mo
-
[NaVaVaVa) [VaVaVaVal
Fr======== 1

Amarillo | Azul !

Figura 4. -Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu
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Alcanzado el tiempo de incubacion, se midieron las absorbancias a la
longitud de onda de 765 nm. De igual manera, se preparé una curva de
calibracion de acido galico a las concentraciones entre 2,0 a 16 ug/mL. El
Contenido de Fenoles totales se determd como los miligramos equivalentes

de &cido galico por cada gramo de la muestra (mg Eq AG/g Ext).

Contenido de flavonoides totales

El principio de este método se basa en la reaccion de los iones de
aluminio con los flavonoides en medio alcalino formando un complejo color
rojo. Al medir la absorbancia a 490 nm es posible determinar la concentracion
de flavonoides totales. La reaccion que se detalla en la Figura 5, comienza
con la oxidacion de los grupos hidroxilos en C3’ y C4’ presentes en el anillo B
a carbonilo por la adicion del nitrito de sodio. Luego se produce una
nitrosilacion en el compuesto obtenido por la accion del acido nitroso y el
tricloruro de aluminio, ademas, el aluminio forma un complejo con los oxigenos
de los carbonos oxidados; adquiriendo la solucién un color amarillo (Kimy col.,
2003).

OH

O

Complejo de
colorrojo
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Finalmente, la adicién de hidroxio de sodio, produce la reduccion del
oxigeno del grupo nitrosilo, lo que proporciona una coloracion roja a la

solucioén.

El estudio del contenido de flavonoides, se inici6 mezclando 0,3 mL de
nitrito de sodio 0,72 M y 0,3 mL de cloruro de aluminio 0,75 M, para luego
adicionar a 0,5 mL de cada muestra, luego se dejé reaccionar a temperatura
ambiente durante cinco minutos. Posteriormente, se agregaron 2 mL de
hidroxido de sodio 1 M y se llevo hasta un volumen de 10 mL con agua
destilada. La densidad éptica de las soluciones obtenidas se midié a 510 nm.
De igual manera, se preparé una curva de calibracion de quercetina en el
rango de concentracion de 10 a 25 ug/ mL. El contenido de flavonoides totales
se determind como los miligramos equivalentes de quercetina por cada gramo

de la muestra (mg Eq Q/g Ext).

Las lecturas para cada ensayo se realizaron por triplicado y los valores
se expresaron como la media de la desviacion estandar (+ SD). La coleccion
de datos expresados sometida a un analisis de varianza de dos vias (ANOVA)
y se determind la diferencia significativa entre las medidas a través de la
prueba de LSD Fisher (P < 0,05).

Evaluacion de los Resultados

Los resultados mostraron la capacidad secuestrante de los metabolitos
secundarios presentes en el extracto metandlico de B. latifolia. Con las lecturas
espectrofotomeétricas obtenidas con los diferentes patrones utilizados para las
diferentes técnicas antioxidantes In-vitro, se construyeron las curvas de
calibracion, las cuales, permitieron determinar el poder secuestrante en el
extracto metandlico para la especie en estudio. De igual manera, con los datos

obtenidos se aplicaron diferentes pruebas estadisticas.
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Disefio de anélisis

Hernandez y cols (2010), refirieren que existen dos tipos de enfoques en
la investigacion: cuantitativo y cualitativo. La metodologia cuantitativa se basa
en métodos de recoleccion de datos con medicion numeérica y analisis
matematico. En ese sentido, se utilizaron en la presente investigacion ya que
se evalud la capacidad secuestrante en el extracto metandlico en la especie

Baccharis latifolia.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion Cualitativa de los Metabolitos Secundarios Presentes en
Baccharis latifolia

Inicialmente, se realiz0 un estudio cualitativo de los metabolitos
secundarios presentes en el extracto metandlico de Baccharis latifolia, el
mismo permitié determinar la presencia de algunos compuestos quimicos,
tales como; alcaloides, cumarinas, compuestos fendlicos, flavonoides,
quinonas, antraquinonas, saponinas, glicésidos cardiotonicos, taninos y
mucilagos.

Los resultados presentados en la Tabla N° 14 muestran una alta
concentracion de compuestos fendlicos, flavonoides, antraquinonas vy
saponinas. Asi como, en menor cantidad glicésidos alcaloides, cumarinas y
triterpenoides. De igual manera el ensayo realizado para verificar la presencia
de mucilagos, no demostré ninguna reacciéon quimica, lo que indica la

ausencia de este metabolito en el extracto.
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Tabla N° 13.-Tabla de resultados Tamizaje Fitoquimico

METABOLITOS

SECUNDARIOS PRUEBAS BL
Alcaloides

Dragendorff (++)
Antraquinonas NH4OH conc. (+++)
Glicésidos y NaOHconc. (-)

GlicosidosCardioténicos KellerKilliani (+)

Saponinas Altura de espuma (+)
NaHCOs (+++)

Flavonoides Pew's (++)
NaOH 10% (+++)
Cumarinas

NH4OH (++)

Gelatina 1% (=)

Tani Sol. Gelatina-NaCl (-)
aninos KsFe(CN)s (+++)

FeCls 10% (-)

Mucilagos Enfriamiento 5°C (-)

Triterpenoides y Rosenthaler (-)
Esteroides Salkowski (++)
Compuestos fendlicos FeClz 5%, NaCl 0,9% (+++)

BL: Baccharis latifolia, Ausente (=), Baja (+), Moderada (++), Alta (+++)

El género Baccharis ha sido objeto de un gran numero de estudios
fitoquimicos y de actividades bioldgicas, en ese sentido, se puede mencionar
para B. latifolia y B. decusata, la presencia de antraquinonas, saponina,
taninos, glicosidos, entre otros; asi como también, se puede destacar una alta
concentracion de compuestos fendlicos. De igual manera, se evidencia la
presencia en menor proporcion de flavonoides y alcaloides (Verdi y col, 2005;
Guzman., 2018; Loja y col., 2017; Calle y col., 2017).

Actividad antioxidante de los extractos obtenidos de Baccharis latifolia
La capacidad antioxidante para el extracto de Baccharis latifolia, obtenido
por maceracién, utilizando como solvente de extraccion el metanol, fue

determinada por el método ABTS, y la determinaciéon del Contenido de
Fenoles totales (CFT) y Contenido de Flavonoides Totales (CFIT).
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Con relacion a el ensayo por el método ABTS, los resultados obtenidos con la
ecuacion de regresion lineal (Y=0,0702X+0,0629; R2=0,9894), utilizando
como estandar el Trolox (Figura 6), permitio establecer la capacidad captadora
de radicales libres en ICs0 4,38 pumol equivalentes por cada gramo del extracto

SecCo.

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y =0,0702x + 0,0629
R?=0,9894

Figura N° 6.-Curva de calibracién por el método ABTS

De igual manera se determin6 el CFT, a través de la ecuacion de
regresion lineal que se presenta en la Figura 7, utilizado como estandar de
calibracion el acido galico (Y= 10,139X+0,0147; R?=0.999); expresado como
los mg equivalentes por cada gramo de extracto, en ese sentido, el extracto
metandlico de Baccharis latifolia contiene780 mg Eq de acido galico/ gramo
del extracto.

1,200

1,000
0,800

y = 10,139x - 0,0147
R?=0,999

0,600
0,400
0,200

0,000
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Figura N°7.-Curva de calibracién contenido de fenoles.
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Por otra parte, el extracto metandlico proporciond una menor concentracion de
CFIT expresadas como los miligramos equivalentes de quercetina. Los
resultados derivados de la ecuacion de la recta presentados en la Figura 8
(Y=0,0143X+0,0178; R?=0,9962), indican una concentracion de 49,8 mg Eq

de quercetina/ gramo del extracto.
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1

y =0,0143x + 0,0178

0,38 R2 = 0,9962
0,6
0,4
0,2
0
0 20 40 60 80 100 120

Figura N° 8.-Curva de calibracion contenido de Flavonoides.

La diversidad de compuestos de tipo aromaticos oxigenados obtenidos
en las diferentes especies del género Baccharis, ha despertado el interés para
la obtencién de algunos compuestos de fuentes naturales, con la capacidad
de actuar sobre ciertos radicales libres, inhibiendo su actividad que propician
el desarrollo de algunas enfermedades degenerativas. Prada (2015). Estudio
la actividad antioxidante de BL por el método DPPH, observando que los
extractos Met obtenidos a partir de las flores fueron los mas activos, con un
promedio de 1Cs50=30,27 ug/mL. Por otra parte, con valores intermedios se
encuentran los frutos con un promedio de ICso= 57,77 pug/mL; mientras que los
tallos y las hojas presentaron la mas baja capacidad con un promedio de
IC50=103,90 y 181,26 pg/mL, respectivamente. Los resultados antes
mencionados establecen una aceptable capacidad secuestrante en
comparacion al resultado obtenido en la presente investigacion, para el

extracto Met de BL por el método ABTS que indica una alta capacidad
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secuestrante de radicales libres con un promedio de ICso= 47,84 uM. En otra
investigacion realizada por Prada y col. (2015); la CFIT en el extracto de las
hojas (h) fue de 199,9 mg EQ / g de extracto seco, miestras que la
concentracion en los tallos (t) fue de 20,4 =+ 0,9 mg EQ/ g de extracto seco.
Para el caso de CFT en las (h) arroj6 niveles de concentracion de 522,4 + 14,1
mg de acido gélico / g de extracto seco, mientras que los (t) presentaron una
mayor concentracion de 332,3mg EAG/g de extracto seco. Como se puede
apreciar BL es una planta bastante versatil, mostrando cambios en su
composicién quimica, condiciones de la planta y su entorno, ya sea
produciendo o no ciertos compuestos que le ayudan a subsistir en diferentes
entornos, como lo son los flavonoides (Prada. 2015). Por otra parte, los
resultados obtenidos en la presente investigacion, comparados con las
publicaciones anteriormente mencionadas, confirman una alta concentracion
con valores promedios de CFT de 780 mg EAG/g extracto seco, para el caso
de CFIT cercanos a 49,8 mg EQ/ g extracto seco y con relacion a la capacidad
secuestrante por el método de ABTS se obtuvo un resultado promedio de
ICs0= 47,84 uM. Esta propiedad antioxidante es atribuida a la presencia de un
namero considerable de estructuras aroméaticas polihidroxiladas, encontradas

en las plantas del género Baccharis (Calle y col. 2017).

Tabla 14.- Valores Obtenidos en los ensayos de ABTS, Fenoles y
Flavonoides totales para el extracto metandlico de B. latifolia

Extracto ABTS™ Fenoles Flavonoides
(Metanol) (ICgp) Mg/mL mg (AG) mg (QE)
B. latifolia 47 .84 780 49,8
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El presente trabajo de investigacion es pionero en cuanto al estudio
metaboldmico de la especie B. latifolia (Asteraceae), una planta que demostro
tener gran variedad de metabolitos secundarios en cuanto a su composicion
quimica, ya que el extracto de esta especie fue analizado mediante ensayos
cualitativos revelando compuestos caracteristicos del género tales como:
flavonoides, alcaloides, saponinas, cumarinas, taninos, triterpenoides,

compuestos fendlicos, antraquinonas y trazas de glicosidos.

Se estudiaron un total de 27 gramos de la planta, colectada en diferentes
sitios del paramo Collado del Céndor del Estado Mérida, analizando un Unico
organo de la planta (hoja), se generd un perfil quimico cualitativo (fenoles
totales, flavonoides totales y capacidad de éxido reduccién) donde se encontrd
contenido fendlico en mayor proporcién por el acido gélico (fenoles totales).

Encontrar esta gran variedad de metabolitos secundarios en el extracto
de B. latifolia abre la puerta para continuar la busqueda de moléculas que
permitan generar y fomentar el desarrollo de compuestos activos como
alternativa terapéutica para el control de enfermedades antiparasitarias, anti

fungicas entre muchas otras.

Ahora, lo que queda es continuar la investigacion desde el punto de vista

cuantitativo ya que de esta manera se llevaria a un posible conocimiento en
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composicion quimica mas especifica en cuanto a los metabolitos presentes en

la especie B. latifolia.
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