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RESUMEN

La presente tesis ha determinado el efecto antioxidante y antibacteriano de los
extractos etandlicos de las hojas de Lomanthus tovariy Lomanthus yauyensis. El
analisis fitoquimico preliminar detectd alcaloides, taninos y esteroides en ambas
especies. Por los métodos de ABTS y DPPH se evalud la actividad antioxidante.
Se  utilizé la microdilucidn colorimétrica para determinar la actividad
antibacteriana contra las bacterias Bacillus cereus cepa alimentaria, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Los resultados
obtenidos con ABTS fueron un ICso de 73,44 ug/mL y 126,43 ug/mL para L. tovari
y L. yauyensis respectivamente, mientras que para el estandar de Trolox® se
obtuvo un I1Cso de 2,54 ug/mL y con DPPH se consiguioé un ICso de 45,9 pg/mL
para Lomanthus tovari y un ICso de 85,81 ug/mL para Lomanthus yauyensis, la
sustancia de referencia vitamina C presentdé un ICsode 1,31 yg/mL. En el ensayo
de la actividad antibacteriana solo se obtuvo un resultado significativo con una
CMI de 1 000 pg/mL para el extracto de L. yauyensis frente a Bacillus cereus
cepa alimentaria, el extracto de L. tovari obtuvo una CMI de 4 000 pg/mL frente a
la misma cepa. Se concluye que los extractos etandlicos de ambas especies
vegetales presentan actividad antioxidante y antibacteriana frente a Bacillus
cereus cepa alimentaria.

Palabras clave: Lomanthus tovari, Lomanthus yauyensis, actividad

antibacteriana, actividad antioxidante.
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SUMMARY

This thesis has determined the antioxidant and antibacterial effect of the ethanol
extracts of the leaves of Lomanthus tovari and Lomanthus yauyensis. The
preliminary phytochemical analysis detected alkaloids, tannins and steroids in
both species. The antioxidant activity was evaluated by ABTS and DPPH
methods. Colorimetric microdilution was used to determine antibacterial activity
against the bacteria Bacillus cereus food strain, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa. The results obtained with ABTS were an
IC50 of 73,44 pg/mL and 126,43 ug / mL for L. tovari and L. yauyensis
respectively, while for the Trolox® standard an IC50 of 2,54 ug / mL and with
DPPH an IC50 of 45,9 ug/mL was achieved for Lomanthus tovari and an IC50 of
85,81 ug / mL for Lomanthus yauyensis, the vitamin C reference substance
presented an IC50 of 1,31 pg/mL. In the antibacterial activity test, only a
significant result was obtained with a MIC of 1 000 ug/mL for the extract of L.
yauyensis against Bacillus cereus food strain, the extract of L. tovari obtained a
MIC of 4 000 pg/mL against the same strain. It is concluded that the ethanolic
extracts of both plant species have antioxidant and antibacterial activity against

Bacillus cereus food strain.

Key words: Lomanthus tovari, Lomanthus yauyensis, antibacterial activity,

antioxidant activity.
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I.INTRODUCCION

La resistencia que adquieren las bacterias a los antibidticos es uno de los
mayores problemas actuales en el campo de la salud y del tratamiento de
enfermedades. Infecciones leves como las de alto riesgo van haciéndose
mas complicadas de tratar tanto en paises en desarrollo como en los
desarrollados ' 2. El problema se extiende con el tiempo e informes
muestran que farmacos como fluoroquinolonas y cefalosporinas ya no
resultan ser efectivos en el tratamiento contra bacterias Gram negativas.
De la misma forma el mal manejo de los antibiéticos convencionales
utilizados en el tratamiento contra bacterias Gram positivas ha hecho que

se vuelva obsoleto3.

Por lo antes expuesto es que se ha visto la necesidad de busqueda de
nuevas fuentes antimicrobianas, encontrandose en las plantas un futuro
promisorio debido a su contenido de metabolitos secundarios 4. Como
muestra de ello y derivado de los estudios realizados, se conoce que
especies de la familia Asteraceae poseen utilidad industrial ya sea
alimentaria, farmacolégica, entre otras, que son aprovechables por el

hombre.®

De este modo se tienen estudios in vitro de extractos y/o aceites esenciales
de especies del género Senecio (del cual fue segregado el género
Lomanthus) que muestran actividad bacteriostatica y/o bactericida contra
cepas patogenas 6712, por lo que su estudio y determinacion de
componentes activos resulta importante. Es asi que el presente estudio
busca determinar la actividad antioxidante y antibacteriana de los extractos

etanolicos de las hojas de las plantas Lomanthus tovari y Lomanthus

1



yauyensis.

1.1. Objetivo general

Determinar la actividad antioxidante y antibacteriana de los extractos
etanolicos de las hojas de las plantas Lomanthus tovari y Lomanthus

yauyensis.

1.2. Objetivos especificos

1. Realizar el analisis fitoquimico preliminar de los extractos etandlicos

de las hojas de Lomanthus tovari y Lomanthus yauyensis.

2. Determinar la actividad antioxidante de los extractos etandlicos de
las hojas de Lomanthus tovari y Lomanthus yauyensis por el

método del radical DPPH y ABTS.

3. Determinar la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos
de las hojas de Lomanthus tovari y Lomanthus yauyensis por el

método de microdilucion colorimétrica.

1.3. Hipoétesis

Los extractos etandlicos de las hojas de las plantas Lomanthus tovari y
Lomanthus yauyensis tienen actividad antioxidante y antibacteriana in

vitro.



Il. GENERALIDADES

2.1. Antecedentes generales

El uso irracional de los farmacos antibacterianos es una de las causas
que ha agravado si es que no generado este problema, haciendo
mencion a que el uso irracional hace referencia a no utilizar el farmaco
para la infeccion a la que se recomienda, o utilizar antibacterianos en
casos que no son necesarios como por ejemplo la mala costumbre que
se tiene de prescribir o recomendar la administracion de farmacos
antibacterianos para el tratamiento de una gripe viral; también uso
irracional hace referencia a utilizar el farmaco a dosis mayores a las
necesarias, o automedicarse, o incluso algo muy comun observado en la
sociedad es el uso de medicamentos por sugerencia de familiares o
amigos que tuvieron una afeccion parecida o igual y que les result
efectivo, sin embargo esto no garantiza que el mismo farmaco tenga la
misma efectividad, ya que hay otros factores como dosis, sexo, edad,
enfermedades concomitantes que determinaran el resultado positivo o
negativo en el tratamiento de una enfermedad o infeccion en particular.
Todos estos factores que involucran un desconocimiento en el uso de
farmacos contribuyen al uso irracional de los mismos, generando en el
caso de los antibacterianos y su mal uso, la resistencia bacteriana, es
decir que las bacterias se van haciendo menos sensibles al efecto del
farmaco. Esto lo logran desarrollando mecanismos celulares que le
permiten inhibir al farmaco, transformarlo o metabolizarlo cuando se
encuentra intracelularmente, o desarrollan mecanismos para expulsar a

dicho medicamento cuando atraviesa la membrana o pared celular. Por
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lo tanto, el uso irracional de antibacterianos y el desarrollo de
mecanismos de resistencia como los anteriormente expuestos han
hecho que farmacos convencionales utilizados en el tratamiento de
infecciones bacterianas ya no sean efectivos como en décadas pasadas
para destruir o detener la proliferacion bacteriana ya que estas han
descubierto vias para evadir la accidon de dichos farmacos. Es asi que
ante esta problematica, es que se requiere de fuentes alternativas para
combatir enfermedades de infeccién bacteriana. Fuentes que no sean
familiares o conocidas por las bacterias, para que de este modo no
puedan evadir la accion antibacteriana.

Otra de las preocupantes al momento de iniciar una terapia
antibacteriana es que los farmacos a utilizarse son de origen sintético,
siendo si bien es cierto de accion potente, pero presentando una
desventaja muy caracteristica al momento de iniciar la terapia ya que
muchos de estos farmacos, si es que no todos, presentan efectos
secundarios que muchas veces hace que el paciente pierda la
adherencia al tratamiento, es decir que al sentir efectos perjudiciales se
rehuse de continuar el tratamiento aduciendo a que el farmaco no es
bueno o le causa mas dafo, lo cual resulta comprensible aun mas ante
el desconocimiento de la poblacion de que ante una terapia siempre hay
un riesgo-beneficio que se debe tomar en consideracion.

De alli que lo que se busca hace ya varios afios son fuentes
antibacterianas capaces de ser efectivos y potentes en el tratamiento
pero que a su vez sean inocuos durante el tiempo completo de

administracion.



Estas fuentes de origen natural y utilizado ancestralmente por las
comunidades indigenas o andinas, empiezan a revalorarse por su
potencial antibacteriano o de tratamiento para otras enfermedades. Su
efecto positivo en la recuperacion de la salud de las personas sin
presentar o presentando pocos efectos secundarios hacen que sean de

interés en el campo farmacéutico.

Estos recursos naturales con actividad antibacteriana una vez
identificados por medio de la guia de los pobladores, son extraidos de
su habitat para poder identificar y aislar el principio activo al que se le
debe la accion antibacteriana y posteriormente son purificados para
iniciar la produccidén en masa de diversas formas farmacéuticas, ya sean
tabletas, capsulas, jarabes, etc, que previamente superaron los ensayos
in vitro como in vivo al que fueron sometidos para demostrar su
seguridad y eficacia. Sin embargo, anterior al aislamiento y purificacion
del o los principios activos por lo general se hace un tamizaje fitoquimico
al extracto vegetal para determinar o tener una perspectiva clara de
cuadles son los componentes mayoritarios a los que se les atribuiria la
actividad identificada y a partir de ello direccionar los ensayos in vitro a

realizarse.

Por otro lado, hoy en dia muchas de las enfermedades metabdlicas
como obesidad, diabetes, enfermedades inflamatorias y degenerativas
que afectan a gran parte de la poblacién tienen su origen en el estrés
oxidativo a la que es expuesta a diario. Estos factores externos hacen
que se produzca un desequilibrio entre la cantidad de radicales libres y

la capacidad intrinseca para metabolizarlos, generandose un exceso de
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dichos radicales que al entrar en contacto con las células producen su
alteracion metabdlica o estructural desencadenando diferentes
enfermedades. Por lo que, lo que se requiere es el compensar este
desequilibrio a través de la ingesta de antioxidantes, los cuales los
encontramos ampliamente distribuidos en las plantas y frutos. Estos
componentes antioxidantes como ya es conocido corresponden a
flavonoides, compuestos fendlicos, alcaloides que le confieren la
capacidad a los vegetales de ser una fuente rica en antioxidantes y por
lo tanto el considerarse en una fuente natural de alimentacién
complementaria para combatir o prevenir las enfermedades que se
acarrean producto del exceso de radicales libres. Estos componentes
antioxidantes presentes en las plantas actuan en forma conjunta
brindando un efecto antioxidante superior al de sus componentes por
separado, dicha actividad antioxidante es comparada y a veces igualada
a la de estandares antioxidantes como la vitamina C, por lo que
realmente resulta importante el estudio y la busqueda de fuentes

naturales con potencial reductor de radicales libres.

El género Lomanthus perteneciente a la familia Asteraceae con especies
que anteriormente se agrupaban como del género Senecio se ha
separado de este por algunas de sus diferencias morfoldgicas, pasando
a formar un género distinto: el Lomanthus. Este nuevo género tiene una
distribucion geografica que se extiende a través de los andes de los
paises occidentales de Sudamérica, principalmente en Pera '2. El
género Lomanthus carece de estudios cientificos, aunque cabe

mencionar la publicacion de un estudio sobre el analisis fitoquimico



preliminar que se le hizo a las hojas de la especie Lomanthus truxillensis
proveniente de la region La Libertad, en el que se reporta un contenido
de metabolitos correspondientes a alcaloides, azucares reductores,
saponinas y compuestos fendlicos, asi como acidos grasos y esteroides
6.

Debido a la carencia de estudios previos y al parentesco taxonémico con
el género Senecio se reportan estudios realizados a extractos y aceites
de plantas del género Senecio, como el publicado en el 2012 que evalud
la actividad antibacteriana del Senecio graveolens Wedd (Wiskataya) en
el que se enfrenté a S. aureus ATCC 29923 y E. coli cepa aislada al
aceite esencial extraido de las hojas y tallos, obteniéndose actividad
antibacteriana marcada y moderada a concentraciones de 100, 90 y 80
% .

Otro estudio reporta la comparacion de actividad antibacteriana
conseguida entre 3 plantas del altiplano boliviano con extractos
etandlicos provenientes de Senecio graveolens, mostrando el extracto
de este ultimo el mayor diametro inhibitorio (un promedio de 14 mm) al
80% de concentracion 8.

Asimismo, un estudio realizado en Argentina reporté las propiedades
antibacterianas de los aceites esenciales de Senecio pogonias y Senecio
oreophyton frente a cepas de E. coli por el método de microdilucion,
obteniéndose para ambos casos una concentracion minima inhibitoria
(CMI) de 2 000 pg/mL en comparacién con su control positivo
Cefotaxima con una CMI de 0,5 a 5 ug/mL °.

En el 2016, el aceite extraido de Senecio nutans mostré propiedades



antibacterianas sobre el patdégeno Vibrio cholerae causante de
enfermedad gastrointestinal, obteniéndose una concentracion minima
inhibitoria que se asemeja al del control positivo cefotaxima cuyo

didmetro inhibitorio fue de 20 mm 19,

Por otro lado, un estudio de actividad antibacteriana realizado en el 2015
al extracto organico de Senecio graveolens mostré6 que presenta una
concentracion minima inhibitoria de 1 500 pg/mL frente a bacterias
Gram (+) como Staphylococcus aureus o Mycobacterium smegmatis
(CMI= 1 000 pg/mL) resultados considerados significativos. A su vez
también se identifico y aislé el componente principal de dicho extracto
organico: el 4-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil) acetofenona compuesto al que
se le atribuyé su efecto inhibitorio frente a bacterias Gram (+) cepas

resistentes y un efecto bacteriostatico frente a Gram (-) .

En base a los diversos estudios mostrados anteriormente se observa
que presentan una constante en comun y es que es la composicion
quimica del Senecio la que le confiere su actividad antibacteriana y/o
antioxidante, predominando principalmente los alcaloides, compuestos

fendlicos y terpenoides 3.

2.2. Marco tedrico

2.2.1. Plantas medicinales

Hace referencia a aquellos recursos botanicos a los que se les atribuye
propiedades benéficas, por lo general sobre el ser humano. Estas
propiedades hacen que vernacularmente se las utilice para el

tratamiento, alivio o profilaxis de alguna enfermedad o malestar.
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Las plantas medicinales se caracterizan por haber sido identificadas
hace muchos afos antes por los habitantes de las comunidades como
saludables para su poblacion, quienes convirtieron a la naturaleza que
los rodeaba como la fuente de su abastecimiento medicinal, lo que seria
una analogia a las farmacias y boticas actuales que nos proveen los
medicamentos. Es asi que estas fuentes naturales desarrollaron un
papel fundamental en el desarrollo de la medicina, ya que sirvieron como
remedios para el tratamiento o prevencién de enfermedades que

aquejaban a los antiguos pobladores.

En nuestro pais, especificamente en regiones alto andinas o amazonicas
asi como en sectores econdmicos bajos, es bastante frecuente el utilizar
plantas medicinales como sustitutos de farmacos convencionales a los
que no se puede acceder por razones econdmicas, creencias religiosas,
falta de acceso a centros de salud, entre otras o en algunos casos se
emplean como tratamiento complementario a la medicacién que se

recibe 4.

Pero no solo en el ambito nacional, porque internacionalmente también
se observa la tendencia hacia la explotacion de los recursos naturales
como fuente medicinal, lo que se refleja en el aumento del consumo

mundial de plantas medicinales 4.

2.2.2. Familia Asteraceae

Son las plantas mas diversamente distribuidas a nivel mundial con
alrededor de 1 600 géneros y 24 000 especies '°. En el afio 2001 en el

Peru se reportaron en esta familia de plantas 245 géneros y 1 530



especies incluyendo las endémicas '® 7. Esta familia de plantas destaca
por la diversidad de sus especies que han sido motivo de estudio

cientifico por las propiedades medicinales que se les atribuyen.
2.2.3. Género Lomanthus

Es un género nuevo que se ha segregado del Senecio, con 4 especies

peruanas desarrolladas en la provincia de Yauyos 7,
2.2.4. Plantas en estudio
2.2.4.1. Lomanthus tovari

Planta endémica del Peru conocida bajo el nombre comun de
Canceryura (véase la informacion taxondmica en el Anexo 1) es un
arbusto pequefio con menos de 1 m de alto que crece en las regiones de
Arequipa, Ayacucho y en Yauyos, provincia de Lima 1217,

Popularmente las hojas son utilizadas en forma de infusion para aliviar el
dolor de cabeza, de estomago, resfriado y ulceras. Asimismo, el

friccionar las hojas y olerlas es utilizado para tratar el mal de altura.

2.2.4.2. Lomanthus yauyensis

Es un arbusto endémico del Peru con una altura mayor a 1 m que se
distribuye en las regiones de Lima, Cajamarca y Arequipa '> 7. De esta
especie no se conoce un uso vernacular por lo que se busca evidenciar
si puede presentar alguna actividad potencial similar a L. Tovari. (Véase

la informacién taxondmica en el Anexo 2).

2.2.5. Extractos naturales
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Son mezclas que se obtienen generalmente de la maceracion de
recursos botanicos en un solvente, extrayéndose, segun su polaridad,
sustancias quimicas que corresponden a los metabolitos presentes en

las plantas 8.

Se conoce segun estudios que muchos de estos extractos presentan
efectos benéficos como actividades antioxidantes, antibacterianas,
antiinflamatorias, antifungicas, etc. por efecto de los fenoles, alcaloides,
flavonoides y otros metabolitos contenidos '°. Se dice que la accion
conjunta de sus metabolitos es lo que le brinda la actividad que se le
reconoce. Los extractos son faciles de preparar u obtener por lo que son
muy utilizados en las comunidades para diferentes situaciones a
convenir, desde ritos espirituales donde se realizan preparados de
plantas alucinbgenas como la comunmente usada Ayahuasca hasta
infusiones o preparados de plantas para aliviar sintomas de ciertas

enfermedades o para su sanacion.
2.2.6. Metabolitos secundarios

Son moléculas producidas por una ruta biosintética secundaria. Son
obtenidas solo del metabolismo vegetal el cual aprovecha parte del
carbono, nitrégeno y energia para la sintesis de compuestos no
indispensables para la supervivencia de la planta, ya que estos
compuestos quimicos estan mas asociados a conferir caracteristicas
organolépticas variadas segun la especie y género del vegetal, con el fin
de favorecer su polinizacion o protegerse de plagas, es decir actuar
como un mecanismo de defensa. La importancia de estos metabolitos

radica en que no solo son utiles para la planta sino que también tienen
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potencial industrial en el campo farmacéutico, alimentario o cosmético 20

por sus propiedades inherentes que se derivan de su estructura quimica.

2.2.6.1 Compuestos fendlicos

Se refiere a un grupo diverso de moléculas cuya caracteristica comun es
presentar el grupo fenol como molécula base. En la Figura 1 se aprecia la
estructura quimica de fenoles simples donde la posicion del grupo
hidroxilo (-OH) genera un compuesto diferente. Lo particular de estos
compuestos son sus propiedades antioxidantes ampliamente conocidas

e incluso otras de importancia bioldgica 2 22.

OH OH OH OH OH
I H H OH
OH CHy
catecol resorcinol hidroquinona floroglucinol 4-metilresorcinol

Figura 1. Compuestos fendlicos simples con grupos hidroxilo en diferentes
posiciones 2.

2.2.6.2 Taninos

Tienen la peculiaridad de precipitar a las proteinas con las que entra en
contacto. Se clasifican como compuestos fendlicos por la presencia del
grupo fenol en su estructura pudiendo ser taninos complejos,
condensados e hidrolizables 2'. Se caracterizan por su sabor
astringente, mismo que es debido a su capacidad de precipitar

proteinas.

12



OH

Figura 2. Estructura quimica de la Procianidina B2. Tanino condensado de
gran tamario 2'.

2.2.6.3 Flavonoides

Son compuestos polifendlicos con una estructura basica compuesta por
tres anillos, como se muestra en la figura 3 donde A y B son fenilos y C
un pirano. La diversidad de flavonoides como antocianidinas, flavanos,
flavonas y flavonoles se debe a la variaciéon del anillo pirano.

Estos compuestos presentan actividad antioxidante demostrada, siendo
uno de sus mecanismos la inhibicion de enzimas relacionadas con

procesos oxidativos 21 23,2425, 26

P
HO 8 0 ! 5 Us
S R 1 S Sy
[ A Lo
NGF N
L 1

Figura 3. Estructura basica de un flavonoide 2.
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2.2.6.4 Alcaloides

Son compuestos nitrogenados en los que el nitrdgeno proveniente de un
aminoacido puede formar parte de un heterociclo o no, son de
distribucion restringida y con actividad farmacoldgica significativa a dosis
bajas. Los alcaloides se encuentran distribuidos fundamentalmente en
las angiospermas, sobre todo en las dicotiledéneas y particularmente en
familias como Apocynaceae, Asteraceae, Loganiaceae, Papaveraceae,

Rubiaceae, Ranunculaceae y Solanaceae.

Estos compuestos se clasifican en grupos segun su precursor, asi
encontramos a los: alcaloides derivados de la ornitina y la lisina,
derivados de la tirosina y la fenilalanina, derivados del triptéfano, del

acido nicotinico y de la histidina %’

2.2.7 Radicales libres

Son sustancias quimicas que presentan un orbital con electrdn solitario lo
que le confiere la caracteristica de ser altamente reactivo, capaz de
combinarse con componentes celulares como lipidos, proteinas o
nucledtidos produciendo dano funcional y/o estructural en la célula. Si
bien estas sustancias son producto del metabolismo normal celular y a
su vez desactivados por enzimas como la peroxidasa, su produccion en
demasia es la causa de alteraciones patolégicas como las
cardiovasculares, neurodegenerativas, inflamatorias, o ciertos tipos de

cancer 2829,
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2.2.8 Estrés oxidativo

Es el desequilibrio bioquimico producido entre los radicales libres
formados en los procesos metabdlicos de obtencion de energia o por
efecto de sustancias exdgenas o factores ambientales y las sustancias

antioxidantes endégenas 2° %

que genera una alteracion del equilibrio
homeostatico. La proliferacién en demasia de estos radicales libres es lo
que desencadena la aparicion de las enfermedades anteriormente

mencionadas.

2.2.9 Actividad antioxidante

Determinadas moléculas de origen endogeno (sintetizados por el
organismo) y exogeno (provenientes de fuentes externas) son las que
poseen actividad antioxidante; es decir, la capacidad de donar electrones
para estabilizar a los radicales libres y de esta forma neutralizar los
efectos del dafo oxidativo causado por éstos, siendo los carotenoides,
aminoacidos y ciertas proteinas de origen animal y vegetal, como también
los metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, compuestos

fenolicos, los que presentan potencial antioxidante 3132 33

2.2.10 Métodos para medir la actividad antioxidante

Entre los muchos métodos utilizados para la evaluacion in vitro de esta

propiedad se encuentran los dos mas comunes: el DPPH y el ABTS 3* 3

36

Método DPPH
Es un ensayo propuesto originalmente por Brand-Williams en el que la
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molécula DPPH presenta un electron deslocalizado que hace que esta
no dimerice, como generalmente sucede con los radicales libres,
brindandole ese color violeta caracteristico que puede medirse a 517
nm. De este modo al producirse la reaccion entre el DPPH y un agente
antioxidante, dador de hidrogenos, el DPPH se reduce y su color se
desvanece (Figura 4) 34 37,38,

Entre las ventajas encontramos:

su simplicidad y el bajo requerimiento instrumental,

ademas de su estabilidad,

fuerte coloracion,

facil de llevar a cabo y utilizar porque no requiere que el reactivo se
sintetice previo a la reaccion.

Entre las desventajas:

en ocasiones puede llevar al error de resultados cuando se trata con
sustancias que poseen espectro de absorcidon enmascarado con el del
DPPH;

adicionalmente el tamafio molecular del DPPH (Figura 5) favorece la

reaccion con sustancias pequefias que con las grandes .

NO, NO,
!

ON N=—N + AH —» ON N—nN LA
Ny N,

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical lIbTE) 1.1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)

Morado Amarillo

Figura 4. Reaccion del DPPH con la sustancia reductora o
antioxidante
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DPPH

Figura 5. Estructura quimica del radical DPPH 3,

Método ABTS

Primero consiste en formar al radical cation ABTS™ a partir de la
oxidacion del reactivo ABTS (Figura 6) ya sea de forma quimica con
persulfato de potasio, enzimatica con peroxidasa, o via electroquimica.
El radical ABTS posee un color verde-azul cuya decoloracion por un
agente antioxidante se mide por espectrofotometria en el UV-visible a
734 nm (Figura 7).

Entre las ventajas encontramos que:

este método es sensible y util para evaluar muestras liposolubles e
hidrosolubles; sin embargo,

Entre las desventajas:

presenta la dificultad de tener que generar al radical ABTS previamente

el punto final de reaccion se fija de manera arbitraria 3% 4.

EIT S03H
2 S |

HO33S Et

Figura 6. Estructura quimica del ABTS *'.
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2.2.11

7/’\,[/8 N= 1 ,'|Y' “| +antioxidant
YW 2% ~K;S05
i CoHs
CzHs

ABTS? (colorless)

Figura 7. Reaccidn entre el ABTS y una sustancia antioxidante *2.

Actividad antibacteriana
Es la propiedad ya sea bactericida o bacteriostatica que posee una
sustancia quimica de origen natural o sintético sobre determinados

microorganismos.

Los métodos para la evaluacién antibacteriana son diversos, teniendo
sus variaciones en cuanto a costos, tiempo, sensibilidad, practicidad.
Asimismo, los resultados entre un método y otro pueden variar ya que
depende mucho de otros factores como la solubilidad de la muestra, los

microorganismos (m.o.) utilizados, etc. 3

Los métodos de evaluacidon antibacteriana se clasifican en basicamente
3; sin embargo, un cuarto meétodo se realiza por analisis conductimétrico

43.44 L a figura 8 muestra el detalle de los métodos.
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en discos

Difusidn en agar

en pocillos

macrodilucion

Métodos Dilucion

(

mirodilucién

~

Bioautografia

s

~\

Analisis
conductimétrico

. J/

Figura 8. Métodos para el estudio de la actividad antibacteriana.

2.212 Microdilucion

Se refiere a la microtitulacion en una placa con pocillos donde la
resazurina es utilizada como indicador Redox para la deteccion del
45, 46, 47

crecimiento bacteriano por su cambio de color de azul a rosa

como se muestra en la Figura 9.

Living Bacterial cells

* o o o A
X \N/ = S I =
; B

Resazurin- Purple Resorufin - Pink

Figura 9. Célula activa causando la reduccion de la resazurina *°.
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2.2.13 Bacillus cereus

Es una bacteria Gram + capaz de crecer y adaptarse a diferentes
ambientes, se caracteriza por producir endosporas lo que la hace
resistente a la pasteurizacion, radiacion gamma y desinfectantes. Su
mecanismo de intoxicacion alimentaria se da a través de enzimas como

proteasas lipasas, etc %,

Es también causante del sindrome emético y diarreico producidas por
sus toxinas eméticas y enterotoxinas. Es capaz de provocar infecciones
locales y sistémicas, sobre todo si se trata de pacientes
inmunocomprometidos. También son capaces de sintetizar exotoxinas

necrotizantes parecidas a las hemolisinas y fosfolipasas 4% .
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PARTE EXPERIMENTAL

Entidades que permitieron el desarrollo de la investigacion.

Se realizo en los laboratorios de Quimica Organica y Microbiologia de

la UNMSM.

Clase de estudio

Es experimental, descriptivo, transversal y prospectivo.

3.1. Materiales
- Fiolas de vidrio
- Matraz Erlenmeyer de 10 mL
- Frascos de vidrio ambar
- Recipientes de plastico
- Tips de 100 yL y 1000 pL
- Bagueta de vidrio
- Micropipeta

- Microplacas estériles de polipropileno de 96 pocillos

Material vegetal

- Hojas de Lomanthus tovari
- Hojas de Lomanthus yauyensis

Reactivos

- Metanol
- Etanol 96°

- Vitamina C: Acido ascérbico
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- DPPH

- ABTS

Resazurina

Dimetilsulfoxido (DMSO)

Instrumentos

- Balanza analitica (ACCULAB ALC - 210.4)
- Estufa (KERLAB ODHG - 9053A)

- Autoclave (Chincan LDZX-500KBS)

- Incubadora (INCUCELL)

- Cabina de bioseguridad de tipo Il (Telstar Bio Il Advance)

3.2. Metodologia

3.2.1. Recoleccion e identificacion de las plantas en estudio

Las muestras vegetales fueron obtenidas del departamento de Lima,
provincia de Laraos para el caso de Lomanthus tovari y de la provincia

de Yauyos, Chiclla a 3750 msnm para Lomanthus yauyensis.

Se recolectd 7 Kg de ambas plantas entre los meses de enero-febrero

del 2018.

3.2.2. Acondicionamiento de la muestra

Se seleccionaron las plantas en mejor estado fisico y se procedid a
deshojar a ambas muestras, se colocd sobre un papel seco en forma
de bandeja y luego se llevd a una estufa a una temperatura de 40°C

por 7 dias y se redujo de tamafio en un molino de cuchillas.
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3.2.3. Preparacion de los extractos

Se siguio el siguiente esquema 51:

Muestras secas y Macerar en etanol Filtrar y y evaporar
molidas de 96° por 7 dias el solvente a 40°C

3.2.4. Analisis fitoquimico preliminar

Para identificar los metabolitos secundarios se realizaron las siguientes

reacciones %253,

3.2.4.1.Reaccion con cloruro férrico: a 30 mg de muestra
resuspendida en alcohol 96° se adicionaron 3 gotas de cloruro férrico al
10%. Los compuestos fendlicos se identificaron por la aparicion del

color azul negruzco.

3.2.4.2. Reaccion con gelatina: a 30 mg de muestra resuspendida en
alcohol 96° se adicionaron gotas del reactivo, el precipitado

blanquecino indicé la existencia de taninos.

3.2.4.3. Reaccion de Shinoda: a 30 mg de muestra resuspendida en
alcohol 96° se adicionaron 1 a 2 granallas de Mg metalico y 3 gotas de
HCI concentrado, la coloracion naranja indic6 la presencia de

flavonoides.

3.2.4.4. Reaccién de Dragendorf: a 30 mg de muestra resuspendida en

alcohol 96° se le evaporo el solvente en bafo maria, posteriormente se
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adicionaron 5 gotas de HCI al 10% y 3 gotas de reactivo Dragendorf. El

precipitado de color anaranjado indico la presencia de alcaloides.

3.2.4.5. Reaccion de Bertrand: a 30 mg de muestra resuspendida en
alcohol 96° se le evaporo el solvente en bafio maria, posteriormente se
adicionaron 5 gotas de HCI al 10% y 3 gotas de reactivo Bertrand. El

precipitado de color blanco indicé la presencia de alcaloides.

3.2.4.6. Reaccion de Liebermann-Burchard: a 30 mg de muestra
resuspendida en alcohol 96° se le llevd a sequedad en bafio maria y se
adicionaron 1 mL de cloroformo mas 1 mL de anhidrido acético y gotas
de H2S0s4 concentrado, la coloracion azul verdoso indicd la presencia

de esteroides.

3.2.4.7. Generacién de espuma: a 30 mg de muestra resuspendida en
5 mL de agua destilada se agitd fuertemente por 1 minuto. La
presencia de saponinas es revelada si se forma espuma de 0,5a 1 cm

de altura por 15 minutos.

3.2.5. Determinacion de la actividad antioxidante
3.2.5.1. Método DPPH

Se siguio la metodologia de Rojas et al. 2010 53, Los extractos secos
se resuspendieron y se realizaron 5 concentraciones intermedias. Se
mezclé 0,8 mL de cada concentracion con 1,6 mL de DPPH
obteniéndose concentraciones finales que se muestran en la Tabla 1.
La preparacion se realizé por triplicado. De la misma forma se procedio

con el estandar vitamina C.
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Asimismo, se prepararon los blancos de las muestras mezclando 0,8

mL de cada concentracién intermedia con 1,6 mL de metanol (Tabla 2).

Todos los tubos de ensayo se dejaron en reposo por 30 minutos y se

leyeron por espectrofotometria a 517 nm.

Tabla 1. Concentraciones finales preparadas de las muestras en
estudio.

Concentracion de las muestras (ug/mL)

Lomanthus tovari Lomanthus yauyensis
100 200
75 100
50 75
25 50
12,5 25

Tabla 2. Concentraciones finales preparadas de estandar vitamina C.

Concentraciones del estandar (ug/mL)

2,4
2,0
Vitamina C 1,6

1,2

0,8
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Calculo de la capacidad antioxidante

Se determind haciendo uso de la siguiente ecuacion:

Capacidad antioxidante (%)=_’I;g<—Y) .100

Dénde: X, Y y Z representan las absorbancias de la muestra, el

blanco de muestra y el patron de referencia, respectivamente.

Los resultados experimentales se expresan como el valor IC50, es
decir, la concentracion de la muestra problema que produce una

inhibicion del 50% del radical libre DPPH.

3.2.5.2. Método ABTS

Se siguié el método descrito por Re et al. 1999 **. Los extractos se
resuspendieron y se prepararon 5 concentraciones intermedias, luego
se realizé una dilucion 1:50 entre las concentraciones preparadas y la
solucion ABTS, obteniéndose concentraciones finales que se muestran
en la Tabla 3. La preparaciéon se realizd por triplicado. De la misma
forma se procedié con el estandar Trolox ®.

También se prepararon los blancos de cada concentracién de muestra

problema mezclando 20 uL de cada una con 980 uL de agua destilada.

Todos los tubos de ensayo fueron agitados y dejados en reposo por 7
minutos y posteriormente se leyeron por espectrofotometria UV a 734

nm.
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Tabla 3. Concentraciones finales preparadas de las muestras en

estudio.

Concentracion de las muestras (ug/mL)

Lomanthus tovari Lomanthus yauyensis
100 150
75 100
50 75
25 50
12,5 25

Tabla 4. Concentraciones finales preparadas del estandar Trolox ®

Concentracion del estandar (png/mL)

3
2,4
Trolox ® 1,2
0,4

0

Calculo de la capacidad antioxidante

Se utiliz6 la misma ecuacion que para el método DPPH

expresandose los resultados como el valor IC50.

3.2.5.3. Analisis estadistico de la actividad antioxidante

Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) con la prueba de Tukey al

95 % de confianza para determinar variedad estadisticamente
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significativa (p<0,05) °° haciendo uso del software estadistico para

Windows IBM SPSS Statistics version 23.
3.2.6. Determinacion de la actividad antibacteriana

3.2.6.1. Método de microdiluciéon colorimétrica

Se eligieron los m.o. a estudiar, siendo cepas estandares Gram
positivas: Bacillus cereus cepa alimentaria, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Gram negativas: Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 y Escherichia coli ATCC 25922.

Se siguié la metodologia del CLSI *® 'y Sarker et al. 2007 °'; se
resuspendieron los extractos secos de L. fovari y L. yauyensis en
dimetilsulfoxido (DMSO) al 5% v/v obteniendo una solucion inicial de
200 mg/mL, para luego diluirlas y obtener concentraciones finales en el

rango de 7,8 — 4 000 ug/mL (tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones finales para ambas muestras en estudio.

Dilucién Concentracion final (ug/mL)

4 000
2000
1000
500
250
125
62,5
31,25
15, 6
7,8

O oo | N oo | b w [N |~

N
o
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El control positivo utilizado fue ciprofloxacino, preparandose
concentraciones entre 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 yg/mL en
agua destilada siguiendo el esquema de preparacion similar al de las
muestras. El control de esterilidad utilizado fue caldo Mueller Hinton
con rezasurina.

En caso de los indculos, se disolvieron en NaCl 0,9% hasta llegar a
una turbidez de 0,5 segun la escala de McFarland. Posteriormente, se
realizaron dos diluciones seriadas de 1:30 y 1:5 en caldo Mueller
Hinton obteniendo una concentracion de inéculo de 1 - 5 x 10°
UFC/mL. Luego se adiciono el reactivo de resazurina.

Una vez realizado todo lo anterior se distribuyeron las muestras e
inéculos en las placas de poliestireno de 96 pocillos como se observa

en laTabla 6.

Tabla 6. Posicionamiento de todos los reactivos utilizados en la

bandeja de microdilucion colorimétrica.

AICEIM | M | M M| M| M| M| M1 M1 | M1 | CC
B/ICEIM| M1 | M M1 M1 M1T| M1 | M1 M1 | M1 | CC
C CEfM| M | M |MT| M1 |MT| M1 | M1 M1 | M1 | CC
D CE\M2| M2 | M2 M2 M2 | M2 | M2 | M2 | M2| M2 |CC
E/ICE|M2| M2 | M2 M2 | M2 | M2 | M2 | M2 | M2| M2 | CC
FICEIM2| M2 | M2 (M2 M2 M2 | M2 | M2 | M2| M2 | CC
GICE/CP| CP | CP |CP|CP|CP|CP| CP | CP| CP |CC

CE|ICP| CP|CP | |CP|CP|CP|CP| CP | CP| CP |CC
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Donde:

CE corresponde al control de esterilidad = caldo Mueller Hinton

CC corresponde al control de crecimiento = inéculo mas caldo Mueller
Hinton

M1 y M2 corresponde a las muestras en estudio = 100 yL de muestra
mas 100 pL de indculo.

CP corresponde al control positivo = Ciprofloxacino

A-H: se refiere a las filas de la bandeja.

La incubacion de las microplacas se realizé a 35 °C + 2 °C por 16-20 h.

Lectura de resultados

Se expresé como la CMI, es decir, la menor concentracién de muestra

a la que no se observé viraje de color.
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IV. RESULTADOS

41

extractos etanodlicos de

Lomanthus yauyensis.

Analisis fitoquimico preliminar

Se identifico la presencia de taninos, esteroides y alcaloides para

ambas especies Lomanthus tovari y Lomanthus yauyensis (Tabla

Tabla 7. Tabla comparativa de analisis fitoquimico de los

las hojas de Lomanthus tovari vy

secundarios LT LY
Compqestos FeCls + +
fendlicos
Taninos Gelatina + +
Flavonoides Shinoda - +
Dragendorf + +
Alcaloides
Bertrand + +
Naftaquinonas, Borntranger
antraquinonas y - -
antronas (NaOH 5%)
: Lieberman-
Esteroides burchard + +
Saponinas Poder afrégeno ) )

Leyenda: Presencia: + Ausencia: -
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4.2 Actividad antioxidante

Los resultados de las lecturas a 517 nm con DPPH muestran un IC50
de 45,9 pg/mL para Lomanthus tovari (L.t.) y 85,81 pg/mL para
Lomanthus yauyensis (L.y.), dichos resultados se aprecian en las
figuras 11y 12 y tablas 9 y 10. En caso del IC50 del estandar Vitamina

C este fue de 1,31 pg/mL, el cual se observa en la tabla 8 y la figura

10.

Con el ABTS se obtuvo un IC50 de 73,44 pg/mL para Lomanthus

tovari y 126,43 ug/mL para Lomanthus yauyensis como se observa

en las figuras 14 y 15 y las tablas 12 y 13.

La tabla 11 y la figura 13, se observa lo obtenido por el estandar Trolox

®, con un IC50 de 2,54 pg/mL.

Tabla 8. Capacidad antioxidante del estandar de vitamina C con

DPPH.

Concentracion % de captacion de IC 50
(ng/mL) radicales libres (ng/mL)
2,4 77,31581953
2 65,16847516
1,6 53,82638492 131
1,2 48,73786408
0,8 38,54368932
0 0
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% de captacion de DPPH vs Concentracion
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Figura 10. Correlacion entre % de captaciéon de DPPH del estandar

vitamina C vs las concentraciones

Un coeficiente de determinacion (R?) de 0,959 indica una correlacion

positiva fuerte entre las variables dependiente e independiente.

Tabla 9. Capacidad antioxidante con el método DPPH del extracto

de Lomanthus tovari.

Concentracion % de captacion IC 50
(ng/mL) de radicales libres (ng/mL)
100 93,83
75 84,15
50 58,28
45,97
25 29,66
12,5 15,53
0 0
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% de captacion de DPPH vs Concentracion
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Figura 11. % de captacion de DPPH del extracto de Lomanthus tovari

vs las concentraciones.

Se observa un coeficiente de determinacion (R?) de 0,978 que indica

una correlacién positiva fuerte entre las dos variables.

Tabla 10. Capacidad antioxidante con el método DPPH del extracto de

Lomanthus yauyensis.

Concentracién % de captacion de IC 50

(ng/mL) radicales libres (mg/mL)
200 91,77

100 60,01

75 49,06 85,81
50 34,91

25 24,38

0 0

34



% de captacion de DPPH vs Concentracién
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Figura 12. % de captacion de DPPH del extracto de Lomanthus

yauyensis vs las concentraciones.

Se observa un coeficiente de determinacion (R?) de 0,953 que indica

una correlacion positiva fuerte entre las dos variables.

Tabla 11. Capacidad antioxidante del estandar Trolox ® con ABTS.

Concentracion % de captacion de IC 50
(ng/mL) radicales libres (ng/mL)
3 59,13
2,4 46,49
2,54
1,2 24,46
0,4 8,03
0 0
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% de captacion de ABTS

% de captacion de ABTS vs Concentracion
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Figura 13. Correlacion entre % de captacion de ABTS del estandar
Trolox ® vs las concentraciones.

Se observa la correlacion existente entre el estandar Trolox ® y el %
de captacion del radical ABTS con un coeficiente de determinacién
(R?) de 0,999 que indica una correlacion positiva fuerte entre las dos
variables.

Tabla 12. Capacidad antioxidante con el método ABTS del extracto

de Lomanthus tovari.

Concentracién % de captacion de IC 50

(ng/mL) radicales libres (ng/mL)
100 64,88

75 52,09

50 35,42 73,44
25 21,33
12,5 9,45

0 0
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% de captacion de ABTS vs Concentracién
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Figura 14. % de captacion de ABTS del extracto de Lomanthus

tovari vs las concentraciones.

Se observa el poder de captacion de DPPH del extracto de
Lomanthus tovari con un coeficiente de determinacién (R%) de 0,993

que indica una correlacién positiva fuerte entre las dos variables.

Tabla 13. Capacidad antioxidante con el método ABTS del extracto

de Lomanthus yauyensis.

Concentracién % de captacion de IC 50
(ug/mL) radicales (ug/mL)
libres
150 57,16
100 39,59
75 32,15
5 22,94 126,43
25 11,83
0 0
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% de captacion de ABTS vs Concentracion

=)
=]

E 50 vw=0.3755x +2.2496 .
a0 .

m RP=05933 .
<L 50 .

°

g 40 -y

‘0

‘0 *

g 30

o *

o o

b 20

[

T 10 L

= .

D@
0 20 40 B0 BO 100 120 140 160

Concentracion de L.y (pg/mL)

Figura 15. % de captacién de ABTS del extracto de Lomanthus

yauyensis vs las concentraciones.

Se observa la correlacién existente entre el extracto etandlico de
Lomanthus yauyensis y el % de captacion del radical ABTS con un
coeficiente de determinacion (R?) de 0,993 que indica una correlacién

positiva fuerte entre las dos variables.

4.3 Analisis estadistico de la actividad antioxidante

Las tablas 14 a la 17 muestran el analisis de varianza realizado.
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Tabla 14. Andlisis de varianza (ANOVA) con el método

DPPH para el extracto de Lomanthus tovari.

Promedio

Origendelas Suma de Significancia
. . gl de los F
variaciones cuadrados p<0.05
cuadrados
Entre grupos 0,669 5 0,1338 1319,864 0,00
Dentro de los 0,0012 12 0,00
grupos
Total 0,6703 17

La presente tabla indica la diferencia estadisticamente significativa de la

actividad antioxidante definidos por concentraciones de la muestra.

Tabla 15. Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados

con el método DPPH para el extracto de Lomanthus

yauyensis.
. Promedio Significancia
Origen de las Suma de gl de los F p<0.05
variaciones cuadrados cuadrados
Entre grupos 0,5513 5 0,110 1957,205 0,00

Dentro de los
grupos

0,0006 12 0,00

Total 0,5519 17

La presente tabla indica la diferencia estadisticamente significativa de
la actividad antioxidante entre los grupos definidos por concentraciones

de la muestra.
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Tabla 16. Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados

con el método ABTS para el extracto de Lomanthus tovari.

Promedio Significancia
Origende las Sumade dl de los F p<0.05
variaciones cuadrados cuadrados
Entre grupos 0,410 5 0,0820 442,510 0,00

Dentro de los

0,002 12 0,0002
grupos

Total 0,412 17

La presente tabla indica la diferencia estadisticamente significativa de la
actividad antioxidante entre los grupos definidos por concentraciones de

la muestra.

Tabla 17. Analisis de varianza (ANOVA) de los resultados con el

método ABTS para el extracto de Lomanthus yauyensis.

Origendelas Suma de Aiullil Significancia
. . gl de los F <0.0
variaciones cuadrados p<0.05
cuadrados
Entre grupos 0,271 5 0,0542 839,998 0,00

Dentro de los 0,0007 12 0,00
grupos

Total 0,2717 17

La presente tabla indica la diferencia estadisticamente significativa de la
actividad antioxidante entre los grupos definidos por concentraciones de

la muestra.
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Se utilizé el software estadistico para Windows IBM SPSS Statistics 23
para la realizacion de la prueba de Tukey a ambos extractos en ambos

métodos de determinacion de actividad antioxidante (Anexos 3-6).

4.4 Actividad antibacteriana

Las muestras en estudio no presentaron actividad frente a P.
aeruginosa, E. coliy S. aureus (Figura 16 y Figura 17), sobre Bacillus
cereus cepa alimentaria Lomanthus yauyensis presentdé una CMI =

1000 pg/mL y Lomanthus Tovari una CMI = 4000 pg/mL (Figura 18).

Asimismo, la CMI del estandar ciprofloxacino contra P. aeruginosa, E.
coliy S. aureus fue de 62,75 yg/mL y 7,81 ug/mL frente a Bacillus

cereus cepa alimentaria.

Muestras pg/mL

CE 4000| ZOOOI 1000| 500 | 250 | 125 | 62.75I 31.27] 15.63 | 7.81 I cC H

e
/

Ao A =

Ciprofloxacino

Figura 16. Placa de 96 pocillos con los extractos de ambas plantas

frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Muestras pg/mL

| CE | 4000| 2000 | 1000| 500 | 250 | 125 | 62‘75| 31.27| 15.63 | 7.81 | CC |
| | R K K ¥ ‘

R N )

L. yauyensis

) ) )

Ciprofloxacino

Figura 17. Placa de 96 pocillos con los extractos de ambas plantas frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Muestras pg/mL
['CE 4000 2000 1000] 500 | 250 | 125 ] 6275 ] 31.27] 1563 ] 7.81] CC

L. yauyensis

Ciprofloxacino

Figura 18. Placa de 96 pocillos con los extractos de ambas plantas frente a

Bacillus cereus cepa alimentaria.
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V. DISCUSION

Los metabolitos secundarios que se encontraron fueron los compuestos
fendlicos, taninos, flavonoides, alcaloides y esteroides, segun el analisis
fitoquimico realizado a los extractos etandlicos de las hojas de las especies:
Lomanthus tovari y Lomanthus yauyensis; siendo este el primer reporte que
se obtiene para estas dos especies. Estos resultados, correspondientes a la
tabla N° 7, estan acordes con los obtenidos por Malca et al. con el extracto
etandlico de las hojas de Lomanthus truxillensis que mostroé la presencia
abundante de alcaloides junto con esteroides, compuestos fendlicos vy
flavonoides ®. No se conocen estudios de actividad antioxidante vy
antibacteriana realizada a plantas de este género, por lo que las
comparaciones de los resultados se hicieron con estudios realizados a

plantas pertenecientes a la misma familia, siendo esta la Asteraceae.

La actividad antioxidante con el método DPPH fue de un ICso de 45,97 ug/mL
y 85,81 ug/mL para Lomanthus tovari y Lomanthus yauyensis
respectivamente, los cuales se muestran en la Tabla N° 9 y Tabla N° 10. A su
vez, con el método de ABTS cuyos resultados se muestran en la Tabla N° 12
y Tabla N° 13 el ICso fue de 73,44 ug/mL para Lomanthus tovari y de 126,43
pMg/mL para Lomanthus yauyensis. A pesar de las diferencias metodolégicas,
los resultados obtenidos con ambos métodos permiten concluir similarmente,
siendo el extracto etandlico de Lomanthus tovari el que mejor actividad
antioxidante presenté. Sin embargo, la actividad antioxidante de ambos
extractos resultdé menor en comparacion con los estandares de referencia

utilizados: el acido ascoérbico con un ICso 1,31 pg/mL por el método de DPPH
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(Tabla N° 8) y el Trolox® con un ICs0 2,54 pug/mL por el método de ABTS
(Tabla N°11), esto puede deberse a que los estandares son sustancias
quimicamente puras a diferencia de los extractos que ademas de los

metabolitos presentan interferencias.

Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante son los primeros en
reportarse para las especies Lomanthus tovari y Lomanthus yauyensis, por
lo que la presente investigacion servira de referencia para estudios

posteriores.

Entre los métodos utilizados para determinar la capacidad de un antioxidante
para captar radicales libres, el radical ABTS es uno de los mas aplicados, al
considerarse un método de elevada sensibilidad, practico, rapido y muy
estable %8; a pesar de esto los valores de actividad antioxidante pueden
depender del tiempo escogido para efectuar la medida. Sin embargo, el
ABTS presenta importantes ventajas y una buena solubilidad, permitiendo el

ensayo de compuestos tanto de naturaleza lipofilica como hidrofilica °°.

La presencia de alcaloides y taninos en ambas especies podria ser la razén
de la actividad antioxidante evidenciada, ya que en un estudio realizado por
Echavarria et al., (2016) ®° a plantas de diferentes familias, cinco de ellas
pertenecientes a la familia Asteraceae (a la cual pertenece el género
Lomanthus) revelé la presencia de alcaloides, algunas con taninos y
flavonoides, metabolitos que se relacionaron con su actividad antioxidante,
aunque los IC50 de dicho estudio fueron mejores en comparacién con los
obtenidos por L. tovari y L. yauyensis , en parte debido a que el estudio

también mostré una presencia abundante de triterpenos. Por otro lado, la

44



actividad antioxidante evidenciada con diversos niveles de poder inhibitorio
sobre el DPPH y ABTS (Tablas N° 9, 10, 12 y 13) también puede deberse al
efecto sinérgico entre los alcaloides y esteroides presentes en ambas
plantas®'. Asimismo, los flavonoides encontrados en Lomanthus yauyensis
también podrian contribuir en su actividad antioxidante por la presencia de
un anillo B monofendlico o con catecol que les permiten secuestrar los

radicales libres con facilidad ©2.

Ademas, los alcaloides se correlacionan con el uso vernacular que se le
atribuye a Lomanthus tovari para el tratamiento de malestares estomacales y
dolor de cabeza ya que por lo general los alcaloides actuan como
antiespasmaodicos, antiinflamatorios, antitusivos, diuréticos, sedantes, etc®.
Por otro lado, si bien de Lomanthus yauyensis no se conoce un uso
tradicional, la presencia de alcaloides, fenoles y taninos podria brindarle
también propiedades para el alivio de malestares estomacales o como

antiinflamatorio 63 %4, similar a Lomanthus tovari.

En lo que se refiere a la actividad antibacteriana in vitro por el método de
microdilucion colorimétrica, solo se consiguié actividad antibacteriana
significativa con el extracto de Lomanthus yauyensis frente a Bacillus cereus
cepa alimentaria con una CMI = 1000 pg/mL (Figura 18), mas no presento
actividad antibacteriana a concentraciones < 4000 pg/mL frente a las demas
cepas en estudio. Dicha actividad podria deberse a los compuestos fendlicos
presentes, en especial flavonoides (ausentes en L. tovari) ya que en estudios
de evaluacién de actividad antimicrobiana hecho a Taraxacum officinale
“‘diente de ledn” de la familia Asteraceae, la presencia de flavonoides,

quinonas y triterpenos en el extracto etanolico de las hojas le brindo
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actividad antimicrobiana relevante a la concentracién de 1000 pg/pL por el

método de difusion en agar frente a ocho microorganismos e,

La actividad antimicrobiana podria haberse ejercido lesionando la membrana
plasmatica que contienen lipidos, lo que determina la pérdida del contenido
celular 8, por lo que resulta de importancia la actividad presentada ya que
seria una nueva fuente en la medicina alternativa para el tratamiento de la

infeccidn causada por B. cereus.
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VL.

CONCLUSIONES

El analisis fitoquimico preliminar evidencié la presencia de taninos,

alcaloides y esteroides para los extractos de ambas especies.

La actividad antioxidante para los extractos de ambas especies resultd

menor en comparacion con los estandares acido ascorbico y Trolox®.

La actividad antibacteriana del extracto de Lomanthus yauyensis fue
significativa frente a Bacillus cereus cepa alimentaria con una CMI de
1000 pg/mL, mas no contra E. coli, P. aeruginosa y S. aureus. El
extracto etandlico de las hojas de Lomanthus Tovari presentd actividad
antibacteriana no significativa con una CMI de 4000 upg/mL frente a

Bacillus cereus cepa alimentaria.
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RECOMENDACIONES

El estudio para determinar la propiedad antioxidante y antibacteriana de los
extractos etanodlicos de las hojas de Lomanthus tovari y Lomanthus
yauyensis debe continuar con estudios posteriores como por ejemplo de

extraccion de aceites esenciales.

Se recomienda separar y caracterizar los metabolitos secundarios
encontrados en ambas especies vegetales y determinar qué sustancias

especificas les brindan sus actividades antioxidantes.

Con la evidencia de la presencia de alcaloides y taninos en ambas plantas,
se pueden realizar estudios in vivo de actividad antiespasmoddica y

antiinflamatoria.
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ANEXOS

ANEXO 1
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CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo c i i
DGFFS/QDG ;:eglado y autorizado por el Inrena segiin RD. N° 334-2013-MINAGRI
F i ° i : _ -
i MlLUZKAS.Rcon Registro N° 37, certifica que la planta proporcionada por la
OCIO LUNA APAZA, ha sido estudiada cientificamente y

determinad i
. ! a como Lomanthus tovari y de acuerdo al Sistema de Clasificacion de
ronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Genero: Lomanthus

Especie: Lomanthus tovari (Cabrera) B. Nord. & Pelser

(=Senecio tovarii Cabrera)
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ANEXO 2

Hamilton w. Beltran g

Consultor B
Calle Nata tanico

lio Sanchez 251 jaar,
mmnumnbeltran@ymux:::;x\s Maria

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado y autorizado por el Inrena segun RD. N*

‘ 334-2013-MINAGRI-
DGFFS/DGEFFS, con Registro N° i

37, certifica que la planta pro i
| porcionada por la
Srta. MILUZKA ROCIO LUNA APAZA, ha sido estudiada cientificamente y

determinada como Lomanthus yauyensis y de acuerdo al Sistema de
Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Genero: Lomanthus

Especie: Lomanthus zauzensis (Cabrera) B. Nord. & Pelser

(=Senecio yauyensis Cabrera)

e
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Constancia de identificacion botanica de Lomanthus
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ANEXO 3

Tabla 18. Prueba de Tukey- Comparaciones multiples (ensayo de DPPH

de

Lomanthus tovari)

Variable

dependiente:

Absorbancias HSD

Tukey
Intervalo de confianza al
) Diferencia
@) Error 95%
GRUPO de medias Sig.
GRUPOS estandar Limite Limite
S (I-J)
inferior superior
0 pg/ml 12,5ug/mi 0,0893331 0,008221 0,00 0,06172 0,11695
25 ug/mi 0,167333°| 0,008221 0,00 0,13972 0,19495
50 pg/mi 0,336667°| 0,008221 0,00 0,30905 0,36428
75 ug/mi 0,4793331 0,008221 0,00 0,45172 0,50695
100 ug/ml 0,512667°| 0,008221 0,00 0,48505 0,54028
12,5ug/ 0 ug/ml -0,089333 0,008221 0,00/ -0,11695 -0,06172
mi 25 ug/mi 0,078000°1 0,008221 0,00 0,05038 0,10562
50 pg/mi 0,247333°| 0,008221 0,00 0,21972 0,27495
75 ug/mi 0,390000 0,008221 0,00 0,36238 0,41762
100 ug/ml 0,4233331 0,008221 0,00 0,39572 0,45095
25 pg/ml 0 ug/ml -0,167333| 0,008221 0,00] -0,19495 -0,13972
12,5ug/ml -0,0780007 0,008221 0,00f -0,10562( -0,05038
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50 pg/ml 0,1693337 0,008221 0,00 0,14172 0,19695
75 pg/ml 0,3120007 0,008221 0,00 0,28438 0,33962
100 pg/ml 0,3453337 0,008221 0,00 0,31772 0,37295
50 pg/ml 0O pg/ml -0,336667°| 0,008221 0,00 -0,36428| -0,30905
12,5 ug/ml| -0,247333°| 0,008221 0,00 -0,27495] -0,21972
25 pg/ml -0,169333°|  0,008221 0,00f -0,19695| -0,14172
75 pg/ml 0,1426677| 0,008221 0,00 0,11505 0,17028
100 pg/ml 0,1760007 0,008221 0,00 0,14838 0,20362
75 pg/ml 0 pg/ml -0,479333°|  0,008221 0,00f -0,50695| -0,45172
12,5ug/ml | -0,39000071 0,008221 0,000 -0,41762| -0,36238
25 pg/ml -0,312000°| 0,008221 0,00f -0,33962| -0,28438
50 pg/ml -0,142667°| 0,008221 0,000 -0,17028| -0,11505
100 pg/ml 0,033333 0,008221| 0,015 0,00572 0,06095
100 0 pg/ml -0,512667°| 0,008221 0,00 -0,54028| -0,48505
Hg/mi 12,5 ug/ml]  -0,423333°| 0,008221 0,00 -0,45095| -0,39572
25 pg/ml -0,345333°|  0,008221 0,00p -0,37295| -0,31772
50 pg/ml -0,176000°1 0,008221 0,00f -0,20362| -0,14838
75 pg/ml -0,0333331 0,008221| 0,015 -0,06095( -0,00572

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 19. Prueba de Tukey — Comparaciones multiples (ensayo con DPPH

de

Lomanthus yauyensis)

Variable

dependiente:

Absorbancias HSD

ANEXO 4

Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia
() J) Error 95%
de medias Sig.
GRUPOS GRUPOS estandar Limite Limite
) inferior superior

0 pg/ml 25 pg/mi 0,141667" 0,006128 0,00 0,12108 0,16225
50 pg/mi 0,207667" 0,006128 0,00 0,18708 0,22825
75 pg/ml 0,294667" 0,006128 0,00 0,27408 0,31525
100 ug/mi 0,362000° 0,006128 0,00 0,34142 0,38258
200 pg/ml 0,556333’ 0,006128 0,00 0,53575 0,57692

25 pyg/ml 0 pg/ml -0,141667" 0,006128 0,00 -0,16225 -0,12108
50 pg/mi 0,066000" 0,006128 0,00 0,04542 0,08658
75 pg/mi 0,153000" 0,006128 0,00 0,13242 0,17358
100 pg/mi 0,220333" 0,006128 0,00 0,19975 0,24092
200 pg/ml 0,414667" 0,006128 0,00 0,39408 0,43525

50 pg/ml O pg/ml -0,207667" 0,006128 0,00 -0,22825 -0,18708
25 pg/mi -0,066000° 0,006128 0,00 -0,08658 -0,04542
75 pg/ml 0,087000" 0,006128 0,00 0,06642 0,10758
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100 pg/ml 0,154333" 0,006128 0,00 0,13375 0,17492
200 pg/ml 0,348667" 0,006128 0,00 0,32808 0,36925
75 pg/ml 0 pg/ml -0,294667" 0,006128 0,00 -0,31525 -0,27408
25 pg/ml -0,153000° 0,006128 0,00 -0,17358 -0,13242
50 pg/ml -0,087000° 0,006128 0,00 -0,10758 -0,06642
100 pg/ml 0,067333" 0,006128 0,00 0,04675 0,08792
200 pg/ml 0,261667 0,006128 0,00 0,24108 0,28225
100 pg/ml 0 pg/ml -0,362000° 0,006128 0,00 -0,38258 -0,34142
25 pg/ml -0,220333" 0,006128 0,00 -0,24092 -0.19975
50 pg/ml -0,154333" 0,006128 0,00 -0,17492 -0,13375
75 pg/ml -0,067333" 0,006128 0,00 -0,08792 -0,04675
200 pg/ml 0,194333 0,006128 0,00 0,17375 0,21492
200 pg/ml 0 pg/ml -0,556333" 0,006128 0,00 -0,57692 -0,53575
25 pg/ml -0,414667" 0,006128 0,00 -0,43525 -0,39408
50 pg/ml -0,348667" 0,006128 0,00 -0,36925 -0,32808
75 pg/ml -0,261667" 0,006128 0,00 -0,28225 -0,24108
100 pg/ml -0,194333" 0,006128 0,00 -0,21492 -0,17375

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 20. Prueba de Tukey- Comparaciones multiples (ensayo con ABTS

de

Lomanthus tovari).

Variable

dependiente:

Absorbancias HSD

ANEXO 5

Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia
() (J) Error 95%
de medias Sig.
GRUPOS GRUPOS estandar Limite Limite
- inferior superior

0 pg/ml 12,5 ug/ml | 0,0625000| 0,0111169 0,00{ 0,025159 0,099841
25 pg/ml 0,14100007 0,0111169 0,00{ 0,103659 0,178341
50 pg/mi 0,2341333°| 0,0111169 0,00] 0,196792 0,271474
75 ug/mi 0,3443000| 0,0111169 0,00{ 0,306959 0,381641
100 ug/ml 0,4288333"| 0,0111169 0,00] 0,391492 0,466174

12.5 yg/ml 0 pg/ml -0,06250007| 0,0111169 0,00{ -0,099841| -0,025159
25 pg/ml 0,07850007 0,0111169 0,00{ 0,041159 0,115841
50 pg/ml 0,1716333 0,0111169 0,00 0,134292 0,208974
75 pg/mi 0,28180007 0,0111169 0,00 0,244459 0,319141
100 pg/mi 0,3663333 0,0111169 0,00{ 0,328992 0,403674

25 pyg/ml 0 pg/mi -0,14100007| 0,0111169 0,00 -0,178341| -0,103659
12.5 pug/ml | -0,0785000 | 0,0111169 0,00 -0,115841| -0,041159
50 pg/ml 0,0931333 0,0111169 0,00 0,055792 0,130474
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75 pg/ml 0,20330007 0,0111169 0,00 0,165959 0,240641
100 pg/ml 0,2878333 0,0111169 0,00 0,250492 0,325174
50 yg/ml 0 pg/ml -0,2341333| 0,0111169 0,00 -0,271474| -0,196792
12,5 pg/ml | -0,1716333°| 0,0111169 0,00 -0,208974| -0,134292
25 pg/ml -0,0931333| 0,0111169 0,00 -0,130474| -0,055792
75 pg/ml 0,1101667°| 0,0111169 0,00 0,072826 0,147508
100 pg/ml 0,19470007 0,0111169 0,00 0,157359 0,232041
75 pug/ml 0 pg/ml -0,3443000°] 0,0111169 0,00 -0,381641| -0,306959|
12,5 pg/ml | -0,2818000°| 0,0111169 0,00 -0,319141| -0,244459]
25 pg/ml -0,2033000°7] 0,0111169 0,00 -0,240641| -0,165959]
50 pg/ml -0,1101667°| 0,0111169 0,00, -0,147508| -0,072826
100 pg/ml 0,0845333"| 0,0111169 0,00 0,047192 0,121874
100 pg/ml O pg/ml -0,4288333| 0,0111169 0,00 -0,466174| -0,391492
12,5 pg/ml | -0,3663333°| 0,0111169 0,00 -0,403674| -0,328992
25 pg/ml -0,2878333| 0,0111169 0,00 -0,325174| -0,250492
50 pg/ml -0,19470007] 0,0111169 0,00, -0,232041| -0,157359]
75 pg/ml -0,0845333| 0,0111169 0,00 -0,121874| -0,047192

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 21. Prueba de Tukey — Comparaciones multiples (ensayo con ABTS

de

ANEXO 6

Lomanthus yauyensis).

Variable

dependiente:

Absorbancias HSD

Tukey
Intervalo de confianza al
Diferencia
() J) Error 95%
de medias Sig.
GRUPOS GRUPOS estandar Limite Limite
- inferior superior

0 pg/ml 25 pg/mi 0,0781667°| 0,0065589 0,00f 0,056136( 0,100198
50 pg/mi 0,1516000| 0,0065589 0,00 0,129569| 0,173631
75 pg/ml 0,2124333°| 0,0065589 0,00 0,190402 0,234464
100 ug/mi 0,2615667°| 0,0065589 0,00f 0,239536| 0,283598
150 ug/mi 0,3776333°| 0,0065589 0,00 0,355602 0,399664

25 pyg/ml 0 pg/ml -0,0781667°| 0,0065589 0,00 -0,100198( -0,056136
50 pg/mi 0,0734333"| 0,0065589 0,00 0,051402 0,095464
75 pg/mi 0,1342667°| 0,0065589 0,00f 0,112236( 0,156298
100 pg/mi 0,18340007 0,0065589 0,00f 0,161369] 0,205431
150 pg/mi 0,2994667°| 0,0065589 0,00 0,277436| 0,321498

50 pg/ml O pg/ml -0,1516000°] 0,0065589 0,00 -0,173631| -0,129569
25 pg/mi -0,0734333| 0,0065589 0,00[ -0,095464| -0,051402
75 pg/mi 0,0608333"| 0,0065589 0,00 0,038802 0,082864
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100 pg/ml 0,1099667°| 0,0065589 0,00 0,087936 0,131998
150 pg/ml 0,2260333"| 0,0065589 0,00 0,204002 0,248064
75 pg/ml 0 pg/ml -0,2124333]  0,0065589 0,00] -0,234464| -0,190402
25 pg/ml -0,1342667°| 0,0065589 0,00 -0,156298( -0,112236
50 pg/ml -0,0608333| 0,0065589 0,00 -0,082864| -0,038802
100 pg/ml 0,0491333| 0,0065589 0,00 0,027102 0,071164
150 pg/ml 0,1652000°| 0,0065589 0,00 0,143169 0,187231
100 pg/ml 0 pg/ml -0,2615667°| 0,0065589 0,00 -0,283598] -0,239536
25 pg/ml -0,1834000°| 0,0065589 0,00 -0,205431| -0,161369|
50 pg/ml -0,1099667°| 0,0065589 0,00{ -0,131998] -0,087936
75 pg/ml -0,0491333] 0,0065589 0,00 -0,071164f -0,027102
150 pg/ml 0,1160667°| 0,0065589 0,00 0,094036 0,138098
150 pg/ml 0 pg/ml -0,3776333'|  0,0065589 0,00 -0,399664| -0,355602
25 pg/ml -0,2994667°| 0,0065589 0,00 -0,321498( -0,277436
50 pg/ml -0,2260333'| 0,0065589 0,00 -0,248064( -0,204002
75 pg/ml -0,1652000°] 0,0065589 0,00 -0,187231| -0,143169]
100 ug/ml | -0,1160667°| 0,0065589 0,00 -0,138098] -0,094036

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

65



ANEXO 7
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Figura 19. Acondicionado de ambas plantas en el que se seleccionaron las hojas

de L. yalaizquierda y de L.t a la derecha.

Figura 20. Secado de las plantas en estufa
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ANEXO 8

Figura 21. Filtracion de los macerados etandlicos

Figura 22. Obtencion de los extractos etandlicos secos
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