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RESUMEN

Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima” es una planta
endémica peruana conocida por crecer en la alta montafna, y su uso medicinal
tradicional. Actualmente no presenta estudios fitoquimicos, antioxidantes o
enzimaticos, por tal motivo, el objetivo de este estudio fue evaluar polifenoles,
flavonoides, actividad antioxidante, anticolagenasa y antielastasa in vitro del
extracto hidroalcohdlico de sus tallos y hojas. Mediante pruebas fitoquimicas se
identificaron polifenoles, flavonoides, triterpenoides, lactonas, glucésidos,
antraquinonas y taninos. Los métodos de Folin-Ciocalteu y formacién del complejo
de flavonoides con tricloruro de aluminio, cuantificaron 5,7459 + 0,0127 mg GAE/g
y 86,7086 + 0,0656 mg QE/g de compuestos fendlicos y flavonoides,
respectivamente. En la medicion de actividad antioxidante los resultados
demostraron inhibicién de radicales libres en los métodos DPPH., ABTS™,
reduccion del hierro férrico en el método FRAP (p<0,05) y se expresaron en
capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC-DPPHe y ABTS™) y acido
ascorbico (AAEAC-FRAP), obteniéndose 31,2018 mg/g, 87,7822 mg/g y 315,3846
pumol AA/g de extracto, respectivamente. La evaluacion de la actividad
antienzimatica se realizé por inhibicidbn de las enzimas colagenasa y elastasa;
obteniéndose buena actividad anticolagenasa superior al estandar de galato de
epigalocatequina con un IC 50 de 50,9573 ug/mL y frente a la enzima elastasa no
se obtuvo inhibicion mayor del 50 % de enzima. En conclusién, el extracto
hidroalcohdlico de tallos y hojas de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr
“‘Rima Rima” exhibi6é actividad antioxidante y anticolagenasa dependiente de su
concentracion, esta capacidad in vitro podria relacionarse con la presencia de los

compuestos fendlicos y flavonoides identificados en esta especie.

Palabras clave: Krapfia, “Rima Rima”, antioxidante, antienzimatica.



ABSTRACT

Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr "Rima Rima" is a Peruvian endemic
plant known for growing in the high mountains, and its traditional medicinal use.
Currently there are no phytochemical, antioxidant or enzymatic studies, therefore,
the objective of this study was to evaluate polyphenols, flavonoids, antioxidant,
anticollagenase and antielastase activity in vitro of the hydroalcoholic extract of its
stems and leaves. Phytochemical tests identified polyphenols, flavonoids,
triterpenoids, lactones, glycosides, anthraquinones and tannins. The Folin-
Ciocalteu and aluminum trichloride flavonoid complex formation methods quantified
5,7459 1 0,0127 mg GAE/g and 86,7086 + 0,0656 mg QE/g of phenolic compounds
and flavonoids, respectively. In the measurement of antioxidant activity, the results
showed inhibition of free radicals in the DPPH+, ABTS"™ methods, reduction of ferric
iron in the FRAP method (p<0,05) and were expressed as antioxidant capacity
equivalent to trolox (TEAC-DPPH+ and ABTS"*) and ascorbic acid (AAEAC-FRAP),
obtaining 31,2018 mg/g, 87,7822 mg/g and 315,3846 pmol AA/g of extract,
respectively. The evaluation of the antienzymatic activity was carried out by
inhibition of collagenase and elastase enzymes; obtaining good anticollagenase
activity superior to the standard of epigallocatechin gallate with an IC 50 of 50,9573
Mg/mL and against the elastase enzyme, inhibition of more than 50 % of the enzyme
was not obtained. In conclusion, the hydroalcoholic extract of stems and leaves of
Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr "Rima Rima" exhibited
concentration-dependent antioxidant and anticollagenase activity, this in vitro
capacity could be related to the presence of phenolic and flavonoid compounds

identified in this species.

Keywords: Krapfia, "Rima Rima", antioxidant, antienzymatic.



CAPITULO I. INTRODUCCION

Las plantas han sido utilizadas desde la antiguedad por el ser humano por sus
propiedades medicinales, actualmente son empleadas para el alivio, prevencion y
tratamiento de enfermedades; muchas de ellas poseen actividades digestivas,
genitourinarias, respiratorias, analgésicas, antibacterianas, cicatrizantes, etc. A
nivel mundial, la industria farmacéutica utiliza las plantas medicinales como fuentes
naturales para extraer, identificar, aislar y producir principios activos destinados a

la produccién de medicamentos.

En los ultimos afos han aumentado las investigaciones sobre el efecto oxidante
celular ocasionado por radicales libres (RL). Estudios recientes'3 dilucidan los
danos celulares producidos por los RL en el tejido conectivo, acidos nucleicos,
proteinas, enzimas, membranas lipidicas, fibras colagenas, leucocitos, etc.; que
conllevan a la produccion de enfermedades degenerativas y cardio-cerebro
vascular. Las radiaciones ultravioletas incrementan la produccion de estas especies
reactivas, desencadenando enfermedades cutaneas como envejecimiento, cancer
de piel y una gran variedad de fotolesiones. De igual forma concluyen que los
metabolitos secundarios participan en la prevencion y tratamiento de algunas
enfermedades, estos protegen a las células neutralizando el exceso de los RL y

disminuyen el dafio celular producido.

El Perd es un pais megadiverso, donde el conocimiento de nuestras especies
vegetales ha ido aumentando como resultado de nuevos registros y descripciones.
Parte de nuestra riqueza floral, es Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr,
una planta altoandina conocida por sus vistosas flores rojas, y por el uso de sus
flores en los nifos timidos o que tienen dificultades al hablar y el uso de las hojas
para el alivio de los dolores reumaticos, caracterizada también por habitar en
condiciones climaticas muy variables. Los pobladores expresan que “el poder
medicinal de las plantas proviene de nuestros antepasados que aun estan
presentes en las altas montafias” y las plantas silvestres que crecen entre los

pedregales han “sobrevivido a los periodos de cataclismo”, es decir representa un



conjunto de creencias ancestrales que prevalecen y son relevantes en nuestra

cultura andina.

‘Rima Rima” es una planta endémica del género Ranunculus que no presenta
estudios en relacién con sus compuestos bioactivos, y actividades bioldgicas; no
obstante en revisiones fitoquimicas y etnofarmacoldgicas* exponen el interés por la
identificacion y evaluacion de los componentes quimicos de las especies de este
género, han encontrado en ellas actividades antioxidante, antimicrobiana,

antiinflamatoria y la presencia de polifenoles, alcaloides, terpenoides, entre otros.

Con la finalidad de contribuir e incentivar la investigacion de nuestras plantas
medicinales, se realizo el presente estudio del extracto hidroalcohdlico de tallos y
hojas de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima”, donde se
evalué la presencia de polifenoles, flavonoides y actividades antioxidante,
anticolagenasa, y antielastasa in vitro. Los resultados indican la presencia de
compuestos bioactivos con actividad antioxidante, y accion preventiva del
envejecimiento cutaneo. Al contrarrestar los efectos de los RL, pueden tener
actividades terapéuticas prometedoras y, posteriormente, podrian convertirse en
parte de las fuentes naturales de productos farmacéuticos y cosméticos. Es
importante resaltar también que estas actividades enzimaticas no han sido
evaluadas en otras especies de este género endémico, lo que otorga mayor valor
al presente estudio, por lo que es importante mantener, preservar y desarrollar una
cadena de valor en la investigacion y el uso sostenible de nuestras plantas

medicinales.



1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

Hipoétesis
El extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas de Krapfia weberbaueri (Ulbr.)

Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima” presenta polifenoles, flavonoides vy

actividades antioxidante, antielastasa, y anticolagenasa in vitro.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar polifenoles, flavonoides, actividad antioxidante, anticolagenasa y
antielastasa del extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas de Krapfia
weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima”.

Objetivos especificos

. Determinar el contenido de polifenoles y flavonoides del extracto

hidroalcohdlico de tallos y hojas de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F.
Macbr “Rima Rima”, mediante el método de Folin-Ciocalteu y formacion de

un complejo de flavonoides con el tricloruro de aluminio respectivamente.

Determinar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de tallos y
hojas de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima”,
mediante los métodos de captacion del radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil
(DPPH?), radical acido 2,2’-azinobis (3-etilbezotiazolin)-6-sulfonico (ABTS")
y poder reductor férrico (FRAP).

Determinar la actividad anticolagenasa y antielastasa del extracto
hidroalcohdlico de tallos y hojas Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F.
Macbr “Rima Rima” mediante la inhibicion enzimatica de las enzimas

colagenasa y elastasa en una reaccion enzima-sustrato.



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

En diversos paises, las especies Ranunculus han sido objetivo de estudios de
actividades biolégicas; no obstante, faltan estudios completos de aislamiento, y
evaluacion de las propiedades de sus extractos. Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl.
& J.F. Macbr “Rima Rima”, planta endémica peruana perteneciente a este género,
no presenta estudios relacionados a su composicion quimica y actividades

farmacoldgicas.

En un estudio de desarrollo reproductivo a condiciones de luz y temperatura
controlada, Roca et al.® evaluaron la diferencia en caracteristicas morfoldgicas y
aspectos reproductivos de Krapfia weberbaueri Standl. & J.F. Macbr recolectada en
el distrito de Chacas (Ancash-Peru) durante los meses de mayo, agosto y
setiembre. Las plantas del mes de mayo obtuvieron mayor numero de pistilos,
aquenios, estambres y fertilizacion, por consiguiente, concluyeron que estos
factores ejercen resultados favorables en el desarrollo floral y proceso reproductivo

de la especie.

Roca® en un estudio morfohistoldgico de Ranunculus weberbaueri (Ulbr.) Lourteig
observo que esta planta altoandina adapta sus caracteristicas morfolégicas como
estrategia para paliar las condiciones climaticas restrictivas: tallos floriferos con
epidermis uniestratificada e hipodermis, hojas con tejido empalizado y raiz con
epidermis gruesa y suberificada que podria deberse a las condiciones frias del

suelo.

En el Perd, Lehnebach et al.” realizaron estudios filogenéticos de los géneros
Krapfia y Laccopetalum, mediante la secuenciaciéon matK del cpDNA encontraron
que estos géneros conforman un mismo clado y comparten caracteres
morfoldgicos: flores grandes subglobosas, androgindforo con region estaminal y
carpelar, hojas coriaceas, sépalos gruesos y receptaculos carnosos. En otros

paises también han realizado analisis moleculares en la familia Ranunculaceae con



el fin de establecer una clasificacion completa en la que se informen todos los

cambios evolutivos y caracteres compartidos a través del tiempo®.

El extracto etanodlico de flores de Laccopetalum giganteum® e hidroalcoholico de
raices de Ranunculus praemorsus H.B.K. ex DC', plantas estudiadas en Lima-
Perd, han demostrado in vivo efectos estimulante de la actividad reproductiva y

propiedades cicatrizantes en ratas, respectivamente.

En otros lugares ademas de la identificacion de metabolitos secundarios, se han
evaluado y reportado algunas actividades farmacoldgicas y antimicrobianas:
capacidad antioxidante en Ranunculus muricatus', Ranunculus bulbosus'?,
Ranunculus macrophyllus'®, Ranunculus sardous, Ranunculus ficaria'*; actividad
antiinflamatoria in vivo en Ranunculus sceleratus'® e in vitro en Ranunculus
Japonicum; actividad antibacteriana contra Streptococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Echerichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, en Ranunculus marginatus y Ranunculus laetus*, en
Ranunculus aestivalis actividad frente a Klebsiella pneumoniae y actividades
citotdoxicas in vitro en células tumorales de Ranunculus sieboldii y Ranunculus

ternati*.

Investigaciones similares realizadas en los extractos hidroalcohdlicos de Bixa
orellana, Oenothera rosea'®, Myrciaria dubia, Caesalpina spinosa'’, Leissonia
nigrescens Bory'®, y Eisenia cokeri'® han demostrado una relacion directa
dependiente entre la inhibicion in vitro de radicales libres y de las metaloproteinasas
colagenasa y elastasa con la presencia moderada de diversos tipos de compuestos

fendlicos.

2.2 Aspecto botanico

Krapfia D.C es un género reducido a su sinénimo de Ranunculus L?%2', Ranunculus

weberbaueri es conocida con el nombre de “Rima Rima” que significa “hablar’?2.



2.2.1 Taxonomia
De acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988), el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos realiz6 la identificacion y

clasificacion taxonémica de la especie (Anexo 1).

Division : MAGNOLIOPHYTA
Clase : MAGNOLIOPSIDA
Subclase : MAGNOLIDAE
Orden : RANUNCULALES
Familia : RANUNCULACEAE
Género : Krapfia

Especie : Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl.
& J.F. Macbr

Nombre vulgar: “Rima Rima”

2.2.2 Descripcion morfologica

Planta herbacea perenne, con rizoma corto y de hasta 15 cm de altura en floracion.
Tallo vegetativo subterraneo y tallo florifero con longitud de 3,4 cm y 22 cm,
respectivamente. Flores globulares, grandes y llamativas en una variedad de tonos,
desde rojos hasta amarillo verdoso, generalmente, se encuentra una flor por planta.
El fruto (aquenio) mide con 2,7 mm de largo, se dispersa en los periodos de
senescencia, y su coloracion es de verde oscuro a guinda. La floracién anual es
mayor entre los meses de mayo y agosto. Sus hojas son pecioladas, ascendentes,

de color verde intenso con 178 mm de longitud®23.

2.2.3 Distribucién geografica y habitat
La familia Ranunculaceae se encuentra distribuida ampliamente en muchos paises,
comprende alrededor de 59 géneros, 2 500 especies y 19 géneros monotipicos.

Mayormente, sus géneros prefieren el clima templado o frio y crecen en zonas



alpinas?*. En el Peru es reconocida por presentar 8 géneros y 50 especies,
principalmente hierbas?®, uno de los géneros endémicos ubicados en Los Andes
Peruanos es el género Krapfia D.C, distribuido a una altitud de 3 500 m en América
del Sur (Bolivia, Colombia, Ecuador y Pert)8. El género Ranunculus es el género
que aporta mayor riqueza de especies a esta familia, y se ha caracterizado como
cosmopolita por su distribucion en regiones templadas y frias del hemisferio norte,

en las partes altas de las montaiias del trépico y del hemisferio sur®.

Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr ha sido reportada en los
departamentos de Ancash, Junin, Huanuco y San Martin?2. Habita en laderas
rocosas humedas®, crece en la montafia y montafia alta en las regiones de los
Andes peruanos entre los 3 000 y 4 500 msnm?3. Esta planta endémica peruana se
clasifico como Vulnerable en el 2006, y en la actualidad se encuentra en la categoria
de En Peligro segun los Criterios de la International Union for Conservation of
Nature (IUCN)?’. Actualmente su extensidon de presencia estimada es menor a 5
000 km?, tiene una poblacion severamente fragmentada, y una reduccién contintia
del numero de individuos maduros?8. La extraccion en medio silvestre y el cambio

climatico son sus principales amenazas®2°.

Ancash es un departamento del Peru caracterizado por sus grandes rangos
altitudinales y especies endémicas?’. Cano*® realizd6 un analisis de la riqueza
taxondmica, encontrando ademas de “Rima Rima” otras especies resaltantes como
Laccopetalum giganteum (género endémico departamental) y Ranunculus
limoselloides entre roquedales y bofedales, respectivamente. Ramirez, D3! en los
humedales de Conocha-Ancash reporté al género Ranunculus como uno de los
geéneros con mayor numero de especies: Ranunculus limoselloides Turcz.,
Ranunculus cimbalaria Pursh, Ranunculus flagelliformis Smith, Ranunculus
praemorsus Kunth ex DC., y Ranunculus trichophyllus Chaix ex Vill (plantas
hidrofitas).

En otros departamentos del Peru, se han reportado la presencia de especies
pertenecientes a la familia Ranunculaceae: Ranunculus haemanthus, Ranunculus

limoselloides, Ranunculus macropetalus, Ranunculus praemorsus, Clematis



seemani, Thalictrum decipiens en Huancayo (Junin-Per()%?. Ranunculus
peruvianus Ranunculus praemorsus, Ranunculus psychrophilus, Ranunculus
podocarpum, Clematis haenkiana, Anemone helleborifolia en Pulan (Cajamarca-
Pert)33. En Ayacucho-Pert se ha descubierto otra especie del género Krapfia

llamada Krapfia grace-servatiag*.

2.2.4 Uso medicinal tradicional

Cerca de la Cordillera Blanca (Ancash-Peru), tradicionalmente es usada en los
nifios que tienen dificultades para hablar o son muy timidos, se cree que cuando
sus flores se golpean tres veces en los labios del nifio, el habla fluye desde el
interior del cuerpo hasta la boca. Las hojas son utilizadas para el alivio de los
dolores reumaticos, los pobladores mencionan que “el reumatismo es causado por
acumulacién de agua en los huesos y articulaciones”, y por aplicacién tépica de sus
hojas, previamente trituradas y hervidas, se forman ampollas que se abren y liberan
el liquido interno. Las flores también tienen usos ornamentales por ser muy
llamativas, son utilizadas para decorarimagenes sagradas durante las procesiones,
y las mujeres las emplean como adornos en sus sombreros3°. Anteriormente en el
distrito de Conchucos (Ancash-Peru) en épocas de sequias largas, los campesinos

recolectaban las hojas y las ponian como ofrenda y las lluvias aparecian®.

Las plantas altoandinas tienen muchas creencias tradicionales, los pobladores
consideran que estas plantas han sido campos de cultivo y jardines de nuestros
antepasados. Afirman que “las fuerzas de las plantas medicinales provienen de la

montafa misma porque los espiritus de nuestros ancestros aun estan presentes”.

Otras plantas de Ancash-Peru comparten el mismo uso medicinal de hojas, tallos y
flores para enfermedades reumaticas ademas de afecciones de garganta y pulmén,
entre ellas, Laccopetalum giganteum (Wedd.) Ulbr., Ranunculus gusmanii Humb.,

Ranunculus polystachyus Lourteig®’.

En otros paises, especies de Ranunculus comparten el mismo uso medicinal, usan
casi todas las partes de la planta para el tratamiento del reumatismo, fiebre y es
preparado como decoccion, cabe mencionar que también son usadas como

antiespasmaodicos, diaforéticos, antihelminticos y mejora de abscesos internos; las

8



mas estudiadas son Ranunculus sceleratus, Ranunculus bulbosus, Ranunculus

arvensis, ubicados en Europa, Asia, India, USA, entre otros*.

2.3 Aspecto quimico general

2.3.1 Composicion quimica

El género Ranunculus y la familia Ranunculaceae se caracterizan por la presencia
de diferentes tipos de glucdosidos y lactonas. Autores afirman que algunos de estos
constituyentes son toxicos, pero estas toxinas pueden eliminarse al calentar o secar

la planta’26. Se han identificado también varios tipos de flavonoides®.

Tabla 1. Flavonoides identificados en tallos y hojas de especies Ranunculus

Compuesto Tipo de flavonoide

Luteolina, apigenina® ¢
Flavona

Schaftosido, isoschaftdsido®

Quercetina-7-0-B-D-Glucoésido* ©

Quercetina® °©

Rutina, isoquercitrina, miricetina,

kaempferol-7-O-B-D-Glucdsido Flavonol

quercetina-4’-O--B-D-Glucdsido

glucdsido de Isorhamnetina-7-O-3-D

kaempferol, isorhamnetina®

Dihidromiricetina® Dihidroflavonol

a Ranunculus muricatus, ® Ranunculus japonicus, ¢ Ranunculus ternatus

Fuente: Hao®

Ranunculina.- Es un glucésido caracteristico de la familia Ranunculaceae®.
Cuando la planta se deja secar o los tejidos se trituran, se hidroliza y se convierte
en protoanemonina, esta a su vez se dimeriza en anemonina (lactona inocua)*. Es

citotoxica frente a las células de leucemia murina P 38841.

Protoanemonina.- Es una lactona toxica presente mayormente en flores y tallos*2.
Al masticarlas hojas de Ranunculus producen sensaciones de ardor*3, en flores de

Ranunculus arvensis ha producido quemaduras en la piel, por consiguiente,



siempre se recomienda hervir y enfriar las plantas antes de aplicarlas en la zona de
dolor*4. En Ranunculus bulbosus ha presentado actividades antimicrobianas frente
a aerobios y anaerobios, con mayor actividad para Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa y otras especies de Streptococcus*®. Sus propiedades

las atribuyen a su alta lipoficidad y reactividad quimica“.

Anemonina.- No posee propiedades vesicantes; sin embargo, en ensayos in vitro
a concentraciones mayores de 25 pg/mL disminuyé la proliferacion de
queratinocitos*’. Se ha demostrado que es menos sedante y mas antipirética que

la protoanemonina“.

X ) 0

(
__ Dimeriz2d®h__y
@)
CH» =
Protoanemonina Anemonina
OH
Hidrdlisis enznk E (A)H
O 0 O
I,//
o o2
. HC
Ranunculina

Figura 1. Hidrolisis del ranunculdsido Ranunculina

Fuente: Saroya*®

Se han identificado en los géneros, Coptis, Clematis y Aconitum, alcaloides del tipo
berberina y aporfinoides, glucésidos cardiacos, cianogénicos y saponinas
terpenoides por cromatografia en capa fina de raices?64°. En otras plantas

pertenecientes a la familia Ranunculaceae, también se han dilucidado glucésidos

10



diterpénicos (ranunculdsidos)®®. En el polen presentan compuestos lipidicos,
incluidos octanos, amidas de acidos grasos, hidrocarburos saturados e insaturados,

compuestos volatiles, esteres, alcanos, terpenoides,

2.4 Compuestos bioactivos

Son los metabolitos secundarios obtenidos en las rutas biosintéticas que
desarrollan las especies vegetales, se encuentran en pequenas cantidades y son
de sumo interés por sus efectos farmacolégicos. Son componentes importantes de
las industrias farmaceéuticas, cosmética y la quimica de alta calidad. Se clasifican
principalmente en: terpenos-terpenoides, alcaloides y compuestos fendlicos, cada

uno de los cuales pueden tener hasta 15000 tipos de compuestos diferentes®’.

2.41 Compuestos fendlicos
Son aquellos compuestos que poseen uno o mas de un grupo hidroxilo unido a

varios anillos aromaticos, se encuentran como glucésidos o agliconas®?.

Se clasifican en flavonoides y no flavonoides, los no flavonoides poseen solo un
anillo aromatico en su estructura quimica y se subdividen en acidos fendlicos,
estilbenos y lignanos. Los acidos fendlicos incluyen a los acidos hidroxibenzoicos y

los acidos hidroxicinamicos?3.

2.41.1 Mecanismo de accién antioxidante
Tienen la capacidad de neutralizar especies reactivas cuando transfieren sus

electrones o atomos de hidrogeno a los radicales e inhiben el proceso de oxidacién.

Los factores que influyen en la capacidad antioxidante son: la estructura quimica
(numero de grupos hidroxilo y su disposicion en la estructura del anillo), formacion
de enlaces hidrogeno, propiedades quelantes, reduccion de iones metalicos, efecto

de disolventes cinéticos, y la activacidén de enzimas antioxidantes®*.
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Figura 2. Acidos fendlicos en alimentos: Acidos benzoicos y acidos cinamicos.

Fuente: Rong®?

2.4.1.2 Los polifenoles y la piel

Los radicales libres (RL) pueden dafar el tejido conectivo, membranas celulares y
la genética del ADN, causando el envejecimiento cutaneo y, en algunos casos, el
cancer de piel. Los polifenoles tienen la capacidad de unirse a las fibras colagenas
dafadas restableciendo sus enlaces y la flexibilidad cutanea, protegiéndolas de la
accién de los RL y enzimas degradantes de la MEC (elastasas y colagenasas). Las
procianidinas u oligémeros procianidélicos (OPC) son los polifenoles con mejores
propiedades antioxidantes, presentan actividad antiinflamatoria, descongestiva,
antiedema, antieritema, vasoprotectora, antienvejecimiento, y reparadora®. Los
polifenoles del té verde incluidos en la composicién quimica de un protector solar,
previnieron la formacion de dimeros de pirimidina y de CPDs ante la exposicion a
UVB, en piel de ratones®®, una mutacion celular producida por la radiacién UV en

la epidermis®’.

2.4.2 Flavonoides

Son los metabolitos mas estudiados por sus propiedades antioxidantes frente a los
RL%8. Poseen una estructura general de C6-C3-C6 y dos unidades fenodlicas C6
(Anillo A 'y B). Segun el patron de hidroxilacién y la variacién del anillo cromano
(Anillo C), se pueden dividir en: antocianinas, flavan-3-oles, flavonas, flavononas y

flavonoles®2.
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Figura 3. Estructura base y tipos de flavonoides.
Fuente: Rong®?

2.5 Radicales libres y antioxidantes

2.5.1 Radicales libres

Un radical libre es una molécula o atomo altamente reactivo e inestable por tener
un electron desapareado en su orbital mas externo, interactuan rapidamente para
unirse con otras moléculas cediendo su electron desapareado o aceptando un
electron para completar su orbital. Se pueden formar en los procesos fisioldgicos
del metabolismo celular (produccion de ATP vy proceso redox celular),
convirtiéndose en especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS)>.
Producen cambios estructurales y alteraciones funcionales en proteinas, lipidos,

carbohidratos y en el ADN®0.

Pueden formarse a partir de fuentes endogenas: sintesis de prostaglandinas,
autooxidacioén de adrenalina, células fagociticas, citocromo Passo, activacién de
células inmunitarias, inflamacion, estrés mental, infeccion, cancer, envejecimiento;
y de fuentes exdgenas: humo de tabaco y la contaminacion ambiental, exposicidon

a la luz ultravioleta del sol y de otras formas de radiacion®’.

2.5.2 Estrés oxidativo

El organismo puede mantener el equilibrio homeostatico o fisiolégico-celular entre
las concentraciones normales de ROS y la accién protectora de los antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos®?. Las células tienen diversos mecanismos que

convierten los RL en productos menos toxicos o no téxicos; cuando el equilibrio se
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rompe, se produce una sobreproduccidén excesiva y acumulacion de RL que no
pueden ser reguladas o neutralizadas, se genera un desequilibrio denominado

estrés oxidativo®°.

Tabla 2. ROS mas importantes, lugar de origen y reactividad

Especie reactiva Simbolo Origen
. Mitocondria y en el sistema vascular
Superoéxido Oz~ o o
por fosforilizacion oxidativa.
Radical hidroxilo *OH Sobrecarga de hierro
Dano oxidativo de carbohidratos,
Radical peroxilo ‘'OOR

ADN vy lipidos.

Oxidacioén de lipidos, y puede
Hidroperoxido organico ROOH reaccionar con metales de transicion

y formar nuevos radicales.

] _ Fotosensibilizacion y reacciones
Oxigeno singlete 02 o
quimicas.

Fuente: Ortiz62

2.5.2.1 Danos en el ADN
Se producen mutaciones somaticas en la sintesis de proteinas: el radical hidroxilo
interactia con las bases nitrogenadas alterando la informacion genética®, el

oxigeno singlete elimina la guanina del ADN, generando derivados mutagénicos®°.

2.5.2.2 Danos en los lipidos de membrana

En las membranas celulares, los acidos grasos poliinsaturados son atacados por
el radical hidroxilo, reaccionan con el oxigeno formando el radical peroxilo ((OOR),
este a su vez se transforma en hidroperoxidos (ROOH)®. Estos hidroperdxidos en
presencia de complejos metélicos se descomponen en radicales hidroxilo,

peroxilos, se produce una peroxidacion lipidica continua®s.

14



2.5.2.3 Danos en proteinas
El radical hidroxilo ocasiona entrecruzamientos de tipo covalente y fragmentacion
de las cadenas polipeptidicas en los residuos de los aminoacidos (tirosina,

fenilamina, triptéfano, histidina, metionina y cisteina)®.

2.5.3 Radicales libres y enfermedades

Todos estos dafos celulares generan la pérdida de las funciones enzimaticas,
inhibicion y acumulacién de su degradacion, o que conduce al envejecimiento,
diferenciacién y apoptosis celular®384. Por consiguiente, los RL estan involucrados
en condiciones patoldgicas: diabetes mellitus, enfermedades neurodegenerativas
(Parkinson, Alzheimer, esclerosis multiple), cancer (colon, mama, prostata, pulmon,
vejiga), enfermedades cardiovasculares (aterosclerosis, hipertensiéon, catarata),
enfermedades respiratorias, enfermedades gastrointestinales, artritis reumatoide, y

el proceso de envejecimiento35961.63,

2.5.4 Antioxidantes
Son sustancias quimicas que en concentraciones normales inhiben la oxidacién
producida por los RL manteniendo la homeostasis celular, pueden formar especies

reactivas menores y proteger a las células de sus efectos toxicos.

La accion antioxidante puede darse: previniendo el dafio celular, evita el desarrollo
de enfermedades degenerativas; y, durante el dafio celular, disminuye el estrés
oxidativo, neutralizando el exceso de ROS, logrando reducir algunas
sintomatologias®2%5. Los antioxidantes pueden transferir los RL de sitios diana
(sensibles a la oxidacion) a lugares donde este grado oxidativo sea menor, de fases
hidréfobas a fases acuosas, de la membrana al citosol o de las lipoproteinas a la
fase acuosa del plasma®®. Se clasifican en dos sistemas: antioxidantes endégenos

y antioxidantes exogenos”.

2.5.4.1 Antioxidantes endégenos

Son aquellos que son sintetizados por el propio organismo y son considerados
como el primer sistema de defensa. Se conocen también como antioxidantes
enzimaticos, son el superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y se

encuentran localizados en la mitocondria y el citoplasma®°-¢7.
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Tabla 3. Antioxidantes endogenos

Antioxidante

enddégeno

Mecanismo de defensa

Sitio celular

Superoéxido
dismutasa (SOD)

Catalasa (CT)

Glutation

peroxidasa (GP)

Cataliza la oxido-reduccion

del anion superoéxido.

202 + 2H — H202 + O2

Elimina de perdxido de

hidrogeno
2H202 — 2H20 + O2

Usa al selenio como
cofactor en la reaccion del
glutation reducido, elimina
el peréxido de hidrogeno e

hidroperoxidos organicos

2GSH + H202 — GSSG +
2 H20

Sus tres isoformas se
encuentran en el
espacio citoplasmatico,
matriz mitocondrial y

fluidos extracelulares

Peroxisomas

Citoplasma 'y

mitocondrias

Fuente: Gonzales-Torres®°

2.5.4.2 Antioxidantes exégenos

Son compuestos que no pueden ser producidos en el cuerpo y deben ser

proporcionados a través de los alimentos o suplementos (Tabla 4). El consumo de

alimentos y verduras ricos en antioxidantes previenen el estrés oxidativo al

contrarrestar el efecto de los RL en nuestras células, ademas nos brindan los

micronutrientes necesarios para llevar una vida saludable®?.
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Tabla 4. Antioxidantes exdgenos

Antioxidante Fuente Accion antioxidante

Esparragos, espinacas,

. : Mantiene la integridad
. . tomate, brocoli, zanahoria,
Vitamina E de la membrana celular

aceites (oliva, maiz, soya), .
(tocoferol) ( ya) y protege los lipidos de
frutos secos, cereales,
membrana.

lentejas, yema de huevo.

Regenera a la vitamina
E, potenciando su
actividad en la
membrana lipidica.

Citricos, pimientos verdes y
rojos, acelgas, perejil, kiwi,
fresas, tomates, coliflor.

Vitamina C
(ac. ascoérbico)

Zanahoria, espinacas, Inhibe peroxidacién
B-Caroteno - . . L .
. . pimientos rojos, melocoton, lipidica y actua como
(pro-vitamina A)
mango, tomate fotoprotector.
Flavonoides Té verde, ajo, citricos, .
e g : : Quelacién de metales
(polifendlicos) espinacas, cebolla, vino.
Oligoelementos Pescado, lacteos, carne,
(Selenio, Zinc, brécoli, cereales integrales, Son cofactores de las
Manganeso, cebolla, ajo, frutos secos, enzimas antioxidantes
Cobre) cacao y derivados.

Fuente: Delgado®®

2.6 La piel y el envejecimiento

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, y posee funciones que son
indispensables para la vida: protectoras, termorreguladora, sensitiva, secretora,
inmunoldgica, excretora y produce vitamina D. Actua como una barrera biologica
que separa la homeostasis interna y protege al cuerpo del daio externo. Posee tres

capas: epidermis, dermis e hipodermis®8.

2.6.1 Dermis
Es la capa media compuesta por: células (fibroblastos, mastocitos y macréfagos),
fibras (colageno, elasticas y reticulares), elementos vasculares y anexos (pelos,

glandulas sebaceas, ecrinas y apocrinas). Se divide en:
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Dermis papilar o superficial: Es una red fina de fibras de colageno y elastina

distribuidas irregularmente®.

Dermis media o reticular: El colageno es mas grueso y denso que en la dermis

superficial, y las fibras tienden a ir en paralelo a la superficie cutanea’®.

2.6.2 Fibras de la dermis

Las fibras colagenas y elasticas, representan el 80 % de la matriz extracelular y el
2 % del peso seco de la dermis, respectivamente. Se consideran como las fibras
mas importantes debido a que proporcionan fuerza, flexibilidad y elasticidad a la
piel”!. El fibroblasto (célula mas abundante) esta encargada de la sintesis de los

componentes fibrosos, especialmente del colageno.

Fibras colagenas: El colageno es considerada la proteina mas importante de la
dermis, cada fibra esta compuesta por fibrillas o microfibrillas de tropocolageno que
contienen tres cadenas polipeptidicas de triple hélice. Cada cadena polipeptidica
contiene hidroxiprolina, hidroxilisina y glicina, siendo la hidroxilisina el aminoacido
indispensable para las uniones inter e intramoleculares en la fase extracelular. Las
bandas de colageno antes de los 30 afos alcanzan su maxima densidad y

disminuyen a partir de los 60 afios en un 40 %7°.

De acuerdo a sus propiedades fisicas, composicion de aminoacidos y morfologia
se han descrito 27 tipos de colageno, siendo los colagenos tipo | (75-85 %), tipo Il
(15 %) y tipo V (2-4 %) los mas presentes en la dermis, estos en conjunto con los
colagenos tipo Il y Xl forman el grupo de colagenos fibrilares, los cuales son

especificamente degradados por las colagenasas en la reabsorcion’®.

Fibras elasticas: Las fibras elasticas, los proteoglicanos y las glicoproteinas se
encuentran intercaladas en las fibras de colageno’'. Son fibras constituidas por
elastina y microfibrillas periféricas, proteinas fibrosas insolubles que les confieren
las propiedades de extensibilidad, elasticidad y estabilidad. Son numerosas en el
nacimiento, aumentan significativamente a partir de los 50 afios en un 5 % llegando

hasta un 8 % en la ancianidad. Son degradadas por las elastasas®®.
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2.6.3 Metaloproteinasas

Dentro de la matriz extracelular (MEC) se encuentran las metaloproteinasas
(MMPs), una familia de proteasas que degradan las proteinas de la MEC y se
clasifican en grupos segun el sustrato sobre el que actuan, son reguladas por los
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP). La exposicién a la radiacion
UV aumenta la produccion de MMPs. Las colagenasas degradan todo el colageno
del tejido conjuntivo, y las metaloelastasas degradan la elastina insoluble, colageno
IV, fibronectina y los proteoglicanos’. El exceso de ROS activa la via MAPK vy el
complejo proteico NF-kB, aumentando la actividad de las MMP (MMP-3, MMP-7,
MMP-1, MMP-9, MMP-2, MMP-9, MMP-12), por lo tanto, la degradaciéon de
colageno y elastina se incrementan, y la sintesis de procolageno se inhibe’,
Actualmente se vienen realizando la investigacion y desarrollo de principios activos
nuevos en dermocosmética, como los extractos de plantas naturales como
inhibidores de las MMP74,

2.6.4 Envejecimiento de la piel
Es un proceso biolégico complejo e irreversible que se da progresivamente en el
tiempo, es ocasionado por una serie de factores intrinsecos y extrinsecos que

acttian en forma simultanea junto con los ROS (Figura 4)7.

2.6.4.1 Clasificacion del envejecimiento cutaneo

Envejecimiento intrinseco: Es el envejecimiento cronoldgico (6rganos y piel), el
que observamos en adultos, determinado por genes que codifican sus diferentes
funciones. De forma progresiva y lenta se producen dafos tisulares, moleculares,

estructurales como laxitud, xerosis, palidez, atrofias y arrugas’®.

Envejecimiento extrinseco o fotoenvejecimiento: Estd determinado por la
exposicion acumulativa e irreversible de radiacion UVA-UVB que producen
cambios moleculares y funcionales; también, es producto del desequilibrio entre la
acumulacién y degradacion de los componentes de la MEC, se produce una
degradacion continua de las proteinas de la MEC (colageno y elastina) y una

disminucién de la tasa de renovacion/sintesis de colageno’s.
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Histopatologicamente, se presenta desorganizacion en las fibrillas de colageno y
acumulacion de cantidades de elastina amorfa’’. De acuerdo a Sanchez-Saldafia’®
“la radiacion UV causa activacion de los receptores de factores de crecimiento,
citocinas proinflamatorias (IL-1, TNF-q, IL-6, IL-8), y moléculas de adhesion (ICAM-
1) en la superficie de los queratinocitos y fibroblastos”. Estas reacciones generan
un incremento en la transcripcion de genes de las enzimas metaloproteinasas e
interfieren en la sintesis de colageno | y lll, alterando la integridad estructural,

degradacion y acumulacion del colageno.

FACTORES QUE AFECTAN AL ENVEJECIMIENTO DE LA PIEL

— D
CONTAMINANTES
= AT
ENVEJECIMIENTO DE
LA PIEL

Figura 4. Factores intrinsecos y extrinsecos del envejecimiento
cutaneo

PRODUCCION DE
RADICALES LIBRES

Fuente: Martinez’>

La produccion de RL esta asociada a ambos tipos de envejecimiento, en el
envejecimiento intrinseco la actividad de la CT de los fibroblastos disminuye, lo que
ocasiona el aumento de las concentraciones de H202, la MMP-1 se activa y origina
la ruptura de las fibrillas de colageno. En el envejecimiento extrinseco por la
fotoexposicion se genera '02y otros metabolitos de ROS que darian el ADN vy los

lipidos de los queratinocitos y fibroblastos.
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Estudios de medicion directa de ROS en las enfermedades cutaneas, concluyen
que se presentan aumentos de ROS, y una disminucidén de la actividad de los
antioxidantes enddgenos. En cancer de piel, vitiligo vulgaris, urticaria, acné
vulgaris, se presenta diminucion de actividad del SOD; en dermatitis de contacto,
psoriasis vulgaris, disminucion de GP. Activacion de XO y NADPH oxidasa en
alopecia areata, granuloma y cicatrizacion de heridas, dermatitis de contacto,
carcinogénesis respectivamente. En la dermatitis atdpica, niveles reducidos de
vitamina C en sangre y vitamina E en tejidos de piel; radicales OH:y lipidicos se

generan con facilidad?®.

La cosmética tanto preventiva como reparadora interviene con la finalidad de
contrarrestar las alteraciones naturales en el envejecimiento o en la activacién de

genes que actian en la sintesis de colageno y elastina’.

2.7 Métodos de determinacion de actividad antioxidante y antienzimatica

Son métodos espectrofotométricos que determinan la actividad antioxidante vy
antienzimatica in vitro de diferentes compuestos mediante el empleo de reactivos
quimicos y biolégicos: radicales (DPPHe, ABTS™), iones metdlicos (FRAP), y

sustratos sintéticos (antielastasa, anticolagenasa).

El desarrollo de herramientas analiticas han permitido un gran avance en la
identificacion de metabolitos secundarios responsables de los efectos terapéuticos
como actividades antioxidantes, anticancerigenas, antivirales, antibacterianas,
antifungicas y enzimaticas; diferentes extractos obtenidos de diferentes plantas

exhiben efectos beneficiosos frente a estas enfermedades?7°.
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CAPITULO lll. METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefo de investigacion

Aplicada y experimental

3.2 Flujograma del trabajo experimental

Recoleccion de la especie Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F.

Macbr “Rima Rima”

l

Preparacion de la muestra

v

Obtencion del extracto hidroalcohodlico

l

\4

Estudio Actividad Actividad
Fitoquimico Antioxidante Antienzimatica
l Y
e Tamizaje e Método DPPH- « Anticolagenasa
Fitoquimico * Método ABTS™ e Antielastasa

e Metodo Folin-
Ciocalteu

e Formacion de
complejo de
flavonoides
con tricloruro

de aluminio

Fuente: Elaboracién propia

e Meétodo FRAP
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3.3 Materiales, equipos y reactivos

a. Materiales

Fiolas, beakers, tubos de ensayo, matraces, probetas, pipetas, embudos, luna de
reloj, baguetas, cubetas, gradillas, espatulas, papel Whatman N°42, papel filtro,
papel de aluminio, algodén, tela, papel kraft, guantes quirurgicos, mascarillas,

mandil.
b. Equipos

Cocinilla eléctrica, estufa con control de calefaccién, espectrofotometro UV-VIS
GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Scientific), evaporador rotatorio DLAB RE 100-Pro,
bomba de vacio (VAS ES FEMIPARI KTSZ SZEGED), vortex MX-S (SCILOGEX),
balanza Analitica HR-250AZ (A&D Company, Limited), centrifuga ROTOFIX 32
(Hettich), refrigeradora Samsung ES21HLMR, horno acoplado con termdémetro
3511 L-C Oven (LAB-LINE), bafio maria (Memmert), potenciémetro Mi 151
(Milwaukee), micropipetas capacidades 20-100uL y 100-1 000uL (CAPP
DENMARK).

c. Reactivos quimicos

Todos los reactivos fueron de grado analitico. Carbonato de sodio, tricloruro de
aluminio, etanol 96°, n-butanol, acido férmico, hidréxido de sodio, solucion buffer a
pH= 4, 7 y 10. Reactivos de la casa comercial Sigma: reactivo de Folin-Ciocalteu,
acido ascorbico, 2,2’-azinobis3- (etilbenzotiazolin)-6-Sulfénico (ABTS), 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH), N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (AAAPVN), N-[3-(2-
furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA), 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ),

acido galico. El metanol grado HPLC fue adquirido de la casa comercial Merck.
d. Reactivos biolégicos

Enzimas elastasa pancreatica porcina y colagenasa de Clostridium histolyticum
(SIGMA).
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3.4 Colecta e identificacion botanica

La colecta de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima” se
realizd en el distrito de Paucas, provincia de Huari, en el departamento de Ancash-
Perq, por la ruta Paria-Wilcahuain, cerca al cerro San Cristdbal, a 3 000 metros de
altitud. La colecta se realizé de forma manual en agosto del 2019. La certificacidon
botanica de la especie se realizé en el Museo de Historia Natural de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos.

Figura 5. Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima”.

Fuente: Elaboracién propia

3.5 Procesamiento de la muestra

La muestra fue lavada con agua destilada, secada, conservada en papel Kraft y
acondicionada a temperatura ambiental. Posteriormente, se procedi6 a separar los
tallos y hojas de la planta, reduciéndose a particulas pequefias manualmente. Todo
el proceso se realizd en el Laboratorio de Sintesis y Semisintesis Organica del
Instituto de Investigacién en Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales de la

Facultad de Farmacia y Bioquimica-UNMSM.
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3.5.1 Obtencion del extracto hidroalcohdlico

Al producto obtenido se le agregd 400 mL de solvente de extraccion alcohol-agua
(7:3) en un frasco ambar con agitacién cada doce horas y se mantuvo en oscuridad
durante siete dias. Posteriormente, utilizando papel Whatman N°42 se filtré al vacio,
y luego en un evaporador rotatorio se concentré. En una estufa a 45 °C, se
almacend el producto obtenido hasta sequedad, obteniéndose 4,82 g de extracto

solido.

Figura 6. Obtencion del extracto hidroalcohdlico.
A. Filtracion al vacio, B. Concentracién en evaporador rotatorio,
C. Extracto obtenido

Fuente: Elaboracién propia

3.6 Determinacion de polifenoles totales y flavonoides

3.6.1 Método Folin-Ciocalteu

Fundamento: Los polifenoles tienen la capacidad de oxidarse rapidamente en
soluciones alcalinas, pueden ceder sus electrones al reactivo Folin-Ciocalteu (acido
fosfomolibdotungstico) formando un complejo de color azul intenso que son los
6xidos de wolframio (WsOz23) y molibdeno (MosO23). La intensidad de coloracién es
proporcional al total de compuestos fendlicos presentes en la muestra medidos

espectrofotométricamente a 765 nm?2°.

Procedimiento: En un tubo de ensayo se pesaron 0,2 + 0,001 g de extracto
hidroalcohdlico, se agregé 5 mL de metanol al 70 %, con bagueta se removié en

bafio maria a 70 °C, y se agitd durante 10 minutos en un vortex hasta que la muestra
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este lo mas disuelta. Posteriormente, se centrifugd a 3 500 RPM por 10 minutos, y
se realizd una segunda extraccion. Los sobrenadantes se enrasaron a de 10 mL
con metanol al 70 %, 4 mL de este volumen se diluyeron en 100 mL con agua
destilada. Finalmente, se realizd el siguiente procedimiento (Tabla 5) para el
estandar de acido galico y la muestra, el contenido de polifenoles totales se expresé
en mg GAE/g extracto®'. Para el estandar de &acido galico se prepararon

concentraciones de 5 a 50 ug/mL.

Tabla 5. Protocolo de cuantificacion de polifenoles totales

Tubo Tubo Tubo
blanco extracto estandar
Agua destilada 100 pL - -
Acido galico - - 100 pL
Extracto - 100 pL -
Reactivo Folin- 500 L 500 L 500 L

Ciocalteu 0,2 N

Agitar y reposar por 5 minutos

Na2CO0s3 7,5% wiv 400 pL 400 pL 400 pL
Agitar y reposar durante una hora en oscuridad. Leer a 765 nm.

3.6.2 Método de complejo de flavonoides con AICl3
Fundamento: Los diferentes tipos de flavonoides tienen la capacidad de formar
quelatos con el AICIs a condiciones especificas de pH, grado de ionizacién, y los

sistemas conjugados de los grupos carbonilo e hidroxilo®?.

En la estructura quimica del anillo B, los grupos hidroxilo (C2’ y C3’) se oxidan en
carbonilos con la adicion de NaNOzy se genera HNO2. Al agregar AIClIs3, el aluminio
se une al oxigeno en C4’ y forma un enlace coordinado con el carbonilo en C3’
adquiriendo un color amarillo oscuro. EI NaOH permite al oxigeno del grupo nitrosilo
reducirse y formar un complejo de color rosado que puede ser medido

espectrofotométricamente a 500 nm?83.84,
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Figura 7. Mecanismo sugerido de formacién del complejo aluminio-flavonoide
Fuente: Zhu et al.8

Procedimiento: Se prepard una concentracion de extracto al 1 mg/mL en
metanol®. Se realizd el siguiente procedimiento (Tabla 6) y el contenido de

flavonoides se expres6 en mg QE/g de extracto. Para el estandar de quercetina se

prepararon concentraciones de 5 a 50 yg/mL.

Tabla 6. Protocolo de cuantificacion de flavonoides

Tubo Tubo estandar Tubo
blanco extracto
Quercetina - 400 -
Extracto - - 400
Solvente 400 - -
NaNO2 5% 50 50 50
Agitar y reposar por 5 minutos
AICI32.5% 50 50 50
Agitar y reposar por 6 minutos
NaOH 1M 700 700 700

Agitar y reposar durante 10 minutos. Leer a 500 nm.
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3.7 Determinacion de la actividad antioxidante in vitro

3.7.1 Método de captacion del radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPHe)

Fundamento: El 2,2-difenil-1-picrihidrazil es un radical cromégeno estable a
consecuencia de la deslocalizacidén de un electrén sobre su estructura quimica®.
Las soluciones de DPPH+ son de color violeta intenso, y al aceptar un electron o
atomo de hidrogeno proveniente de sustancias antioxidantes vira a un color amarillo
palido, que es la hidracina formada®’. Esta reaccion es seguida midiendo la

disminucién de absorbancia después de 30 minutos a 517 nm&s.

O,N 0O,N
i
N—N NO, + AOX —> N—N NO, + AOX
& o ax
DPPH:- radical libre DPPH reducido
(2,2-difenil-1-picrihidrazil) (2,2-difenil-1-picrihidrazina)
Violeta intenso Amarillo palido

Figura 8. Reaccion quimica en el ensayo DPPH-
Fuente: Becker®’

Solucién stock al 40 % y de trabajo de 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH-): La
solucion stock de DPPHe se preparé al 0,4 mg/mL en metanol y se almaceno en
refrigeracion en un frasco ambar de vidrio. Para la solucion de trabajo, se tomé 2
mL de la solucién stock de DPPH+ y se le agregé 25 mL de metanol, esta
preparacion se realizé en un matraz cubierto con papel aluminio para evitar su

degradacion. A 517 nm la solucién de trabajo presenté 0,676 de absorbancia.

Medicion de actividad antioxidante: Se prepard una solucién madre de 8 mg/mL
de extracto y se diluyé a un rango de concentracion de 16-160 ug/mL. Se utilizé un
blanco, y un blanco de muestra por la coloracion amarilla en las diluciones. Las
diluciones del estandar de Trolox® (1,2 a 4,8 pg/mL) y del extracto siguieron el

procedimiento descrito en la Tabla 7.
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Tabla 7. Protocolo de capacidad antioxidante frente al radical DPPH-

Tubo
Tubo Tubo Tubo Tubo
blanco de
blanco control estandar extracto
extracto
Extracto - - - 400 uL 400 uL
Trolox® - - 400 uL - -
Solvente 400 pL 400 pL - 800 uL -
Sol. Trabajo
- 800 pL 800 pL - 800 pL
DPPH-
Metanol 800 pL - - - -

Agitar y reposar por 30 minutos. Leer a 517 nm.

3.7.2 Método de captacion del radical acido 2,2’-azinobis (3-etilbezotiazolin)-
6-sulfonico (ABTS"™)

Fundamento: El 2,2’-azinobis (3-acido etilbenzotiazolina-6-sulfénico) es un radical

cationico azul-verdoso y en presencia de compuestos antioxidantes donantes de

electrones simples (SET) o de atomos de hidrogeno (HAT)® es inhibido a una

longitud de onda de 734 nm®°. El radical se decolora y su absorbancia se mide

después de 7 minutos de reaccion?’.

058 > % 058 > o
: \@S%N-N:(ND FAOX—> \QSFNN:(ND/ +AOX'
N e

N H,C{

C,H; C,Hs

ABTS* (2,2’-azinobis (3-acido
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
Azul-verdoso

ABTS
Incoloro

Figura 9. Reaccion quimica en el ensayo ABTS™

Fuente: Becker®’
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Solucion stock 2,45 mM y de trabajo de 2,2’-azinobis (3-etilbezotiazolin)-6-
sulfonico (ABTS"*): La solucion stock se preparé mezclando en un tubo de ensayo
9,8 mg/mL de ABTS"* con 1,6 mg/mL de persulfato de potasio (soluciones acuosas)
y 0,5 mL de agua bidestilada. Después de agitar la mezcla, se dejé en reposo por
16 horas en oscuridad protegido de la luz (Oxidacion directa del radical ABTS™)°".
Para la solucion de trabajo, se tomo6 200 uL de la solucién stock de ABTS™ y se
agrego6 20 mL de agua bidestilada. A una longitud de onda de 734 nm, la solucién

presento 0,713 de absorbancia.

Medicion de actividad antioxidante: Se prepard una soluciéon madre de 8 mg/mL
de extracto y se diluyd a un rango de concentracién de 12-76 pg/mL. Se utilizé un
blanco para las lecturas. Las diluciones del estandar de Trolox® (0,8 a 4,8 ug/mL)

y del extracto siguieron el procedimiento descrito en la Tabla 8.

Tabla 8. Protocolo de capacidad antioxidante frente al radical ABTS™*

Tubo Tubo Tubo Tubo
blanco control estandar extracto
Extracto - - - 20 yL
Trolox® - - 20 yL -
Solvente 20 uL 20 uL - -
Sol. Trabajo
ABTS™ - 980 uL 980 uL 980 uL
Agua
bidestilada 980 plL - - -

Agitar y reposar por 7 minutos. Leer a 734 nm.

En DPPHe y ABTS™, los resultados se expresaron en TEAC (capacidad

antioxidante equivalente a Trolox®), porcentaje de inhibiciéon y valores de IC 50.

TEAC =1C 50 (Trolox pg/mL) / 1C 50 (DPPH- extracto) mg/mL

%Inhibiciéon = (Abs.Control - Abs.Muestra) / (Abs.Control) x100
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3.7.3 Método del poder antioxidante de reduccién férrica (FRAP)

Fundamento: En medio acido (pH= 3,6), los compuestos antioxidantes donadores
de electrones (SET) reducen el hierro férrico (Fe*3) del complejo 2,4,6-tripiridil-s-
triazina [Fe(TPTZ)]*® hasta su forma ferrosa (Fe*?) [Fe(TPTZ)]*? después de 15
minutos de reaccion. Producto de esta reduccion férrica, se observa una coloracion

azul intensa y su absorbancia es medida a una longitud de onda de 593 nm®2.

v Q o~

/N
\ N 7 Agente reductor I:\ Fe / I
/ N7 Pl

3

=

‘6’

Y

V4

>:

/N\)\u "5 :\ U Q)\N Q
N I | 7
Fe?-TPTZ
Fe3-TPTZ
Incoloro Azul intenso

Figura 10. Reduccion del complejo [Fe(TPTZ)]*3 por la adicion de antioxidantes

Fuente: Londofio%

Reactivo FRAP: Es la mezcla de los reactivos A, By C en la proporcién de 100:1:1.
El reactivo A contiene: buffer acetato 300 mM a pH= 3,6; el reactivo B: 2,4,6-Tri (2-
piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM en HCI 40 mM vy el reactivo C: FeCls 20 mM en

metanol.

Medicion de actividad antioxidante: Se prepard una solucién madre de 2 mg/mL
de extracto y se diluyé a un rango de concentracion de 12,5-100 ug/mL. Las
diluciones del estandar de acido ascoérbico (5 ymol/L a 25 pmol/L) y del extracto

siguieron el procedimiento descrito en la Tabla 9.
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Tabla 9. Protocolo de capacidad antioxidante FRAP

Tubo Tubo Tubo
blanco estandar extracto
Extracto - - 50 yL
Solvente 50 uL - -
Acido
ascorbico SOt i
Reactivo 950 L 950 L 950 L
FRAP H H M

Agitar y dejar reposar 15 min. Leer a 593 nm.

Los resultados se expresaron en capacidad antioxidante equivalente a acido

ascaorbico (AAEAC), umol equivalente y mg de Acido ascérbico/g de extracto®.

3.8 Determinacion de la actividad antienzimatica in vitro

3.8.1 Determinacion de la actividad anticolagenasa

Fundamento: En una reaccion de enzima-sustrato, la enzima colagenasa
Clostridium histolyticum hidroliza al sustrato N-[3-(2-furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala
(FALGPA) obteniéndose una determinada cantidad de producto medido a 348

Enzima Colagenasa
FALGPA > FAL + Gly-Pro-ALA

Donde:

FALGPA: N-[3-(2-furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala

FAL: N-[3-(2-furyl) acryloyl]-Leu

Buffer, sustrato y enzima: El buffer Tris-Glicine pH 7,5, la enzima colagenasa de
Clostridium histolyticum y el sustrato N-[3-(2-furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala
(FALGPA), se prepararon a una concentracién de 50 mM, 1,54 unidades/mL y 2,1

mM, respectivamente.

Medicion de actividad antienzimatica: Se preparé una solucibn madre de 6

mg/mL de extracto y se diluyé a un rango de concentracion de 36-90 ug/mL. Las
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diluciones del estandar de EGCG (80 a 250 ug/mL) y del extracto siguieron el

procedimiento descrito en la Tabla 10.

Tabla 10. Protocolo de actividad anticolagenasa

Tubo Tubo
blanco para blanco de
calibracion extracto

Tubo Tubo Tubo
estandar extracto control

Extracto - 100 pL - - 100 pL
EGCG 100 pL - - - -
Solvente - - 100uL 100 uL -
Enzima o0 21040 2104L ; ;
colagenasa
Incubar por 15 min. a 37°C
Sustrato
FALGPA 190 uL 190 uL 190 uL - -
Buffer Tris-
Glicine 400 pL 400 pL 400 pL
Incubar por 5 min. a 37°C
Acido
féormico 1 gota 1 gota 1 gota - -
10%

Leer a 348 nm.

3.8.2 Determinacién de la actividad antielastasa

Fundamento: En una reaccion enzima-sustrato, la enzima elastasa pancreatica
porcina actua sobre el sustrato SucAlas-pNA, obteniéndose una determinada
cantidad de producto medido a 410 nm?. Generalmente se observa una coloracion

amarillo palido proporcional a la cantidad de p-nitroanilide obtenido.

Enzima Elastasa
SucAlaz-pNA + H20 > SucAlas + pNA

Donde:
SucAlas-pNA = N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide
SucAlas = N-succinyl-Ala-Ala-Ala
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Buffer, sustrato y enzima: Los buffers THAM Sigma 7-9® pH 8 y fosfato pH 6,5
se prepararon a una concentracion de 0,1 M. Ambos se utilizaron como solventes
para la preparacién del sustrato N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide (AAAPVN) 1,6
mM y enzima elastasa pancreatica porcina 0,1 mg/mL (solucién stock),
respectivamente. De la solucion stock se tomé 0,2 mL de y se completé con agua

bidestilada hasta obtener una concentracion final de 5 ug/mL de solucién de trabajo.

Medicion de actividad antienzimatica: Se preparé una solucién madre de 8
mg/mL de extracto y se diluyd a un rango de concentracion de 200-960 ug/mL. Las
diluciones del estandar de EGCG (4 ug/mL hasta 20 ug/mL) y del extracto siguieron

el procedimiento descrito en la Tabla 11.

Tabla 11. Protocolo de actividad antielastasa

Tubo
Tubo Tubo Tubo  Tuboblanco o o

control extracto estandar _para_ , de
calibracion
extracto
Buffer 100l 100wl 100 plL 350 L 350 L
THAM Y Y Y Y Y
Extracto - 50 yL - - 50 pL
EGCG - 50 uL - -
Solvente 50 uL - 50 uL -
Enzima
Elastasa 100 pL 100 pL 100 pL - -
Incubar por 15 min. a 34°
Sustrato
PVN 250 uL 250 uL 250 uL - -
Incubar por 11 min. a 34°C |
Agua
bidestilada ) ) ) 100 WL 100 WL
Acido
férmico 1 gota 1 gota 1 gota - -
10%

Leer a 410 nm.
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El porcentaje de inhibicidn enzimatica de cada concentracion se hall6 empleando

la siguiente formula:

%Inhibicion = (Abs.Control - Abs.Muestra) / (Abs.Control) x100

El IC 50 se calculé como una concentracién para reducir el 50% del radical o
enzima. El porcentaje de inhibicion y el IC 50 son parametros caracteristicos de los
meétodos de captacion de radicales libres y de inhibicion de actividad

antienzimatica®’.

3.9 Analisis estadistico

Todas las metodologias in vitro se realizaron por triplicado y se analizaron
estadisticamente con el programa IBM SPSS 25. Las absorbancias obtenidas se
expresaron con promedio (n = 3) + desviacion estandar (DE) y valor de coeficiente
de variacion (CV). Por el numero de datos se utilizé las pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilk. Para las pruebas paramétricas se realizé el estadistico de prueba
andlisis de varianza de un solo factor (ANOVA) y HSD Tuckey en las
comparaciones multiples entre grupos, para las pruebas no paramétricas se utilizd

el estadistico de Kruskal-Wallis.

35



CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1 Tamizaje fitoquimico

Las reacciones de identificacion para esteroides, saponinas y alcaloides obtuvieron

resultados negativos.

Tabla 12. Tamizaje Fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Krapfia
weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr

Metabolitos - . r
Prueba ) Resultado Calificacioén
Secundarios
. . Coloracion
Shinoda Flavonoides .. +++
rojiza
Compuestos Coloracion
FeCls o e
fendlicos verde
. . Amarillo
Gelatina Taninos +
claro
. Coloracion
Borntrager Antraquinonas .. ++
rojiza
. . Coloracion +++
. Triterpenoides .
Lieberman- rojiza
Burchard . No hubo coloracion
Esteroides -
azul
indice de . No formo
Saponinas -
espuma espuma
A , . Coloracion
Vainillina Glucésidos . ++
violeta
Dragendorff Alcaloides No hubo coloracion -
Wagner Alcaloides No hubo coloracién -
Bertrand Alcaloides No hubo coloracion -
Popoff Alcaloides No hubo coloracion -
Mayer Alcaloides No hubo coloracién -
Baljet Lactonas Coloracion rojiza +++
Hidroxamato L
- Lactonas y Coloracion violeta +
Férrico

Leyenda: Negativo (-), Presencia Leve (+), Moderada (++), Intensa (+++)
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4.2 Rendimiento del extracto

Se obtuvo un porcentaje de rendimiento de 3.36%%%.

Tabla 13. Rendimiento del extracto hidroalcohdlico de Krapfia weberbaueri (Ulbr.)
Standl. & J.F. Macbr

Muestra Muestra Extracto Rendimiento Tipo de
fresca(g) obtenido (g) (%) extracto
Tallos y hojas
de Krapfia
weberbaueri 143,57 4,82 3,36 Pilular®®
(Ulbr.) Standl.
& J.F. Macbr

4.3 Solubilidad del extracto

La mezcla de solventes alcohol-agua mostré solubilidad total del extracto, y se

utilizé para la preparacién de concentraciones y diluciones.

Tabla 14. Ensayo de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de Krapfia
weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr

Solvente Solubilidad
Agua ++
Metanol ++
Etanol ++
Etanol-Agua (7:3) +++
Metanol-Agua (7:3) ++
Glicerina-Agua (7:3) -
Eter etilico -
N-butanol -
1,2-diclorometano +

Leyenda: Negativo (-), Presencia Leve (+), Moderada (++), Intensa (+++)

37



4.4 Determinacion de compuestos fendlicos y flavonoides

La Tabla 15 presenta las cantidades de compuestos fendlicos y flavonoides
obtenidos en los métodos de Folin-Ciocalteu y formacion de complejo de

flavonoides con tricloruro de aluminio, respectivamente.

Tabla 15. Cuantificacion de metabolitos secundarios

Metabolitos secundarios Cantidad determinada
Polifenoles totales 5,7459 + 0,0127*
Flavonoides 86,7086 + 0,0656**

*Expresados en mg GAE/g de extracto + DE
** Expresados en mg QE/g de extracto + DE

4.5 Actividad antioxidante in vitro
Se tuvo en cuenta el promedio de las absorbancias (Prom. Abs) de cada

concentracion para efectuar los célculos de % inhibicion, desviacion estandar y

coeficiente de variacion (CV).

4.51 DPPH-
En la Tabla 16 y Figura 11, se pueden observar una relacion directa entre las

concentraciones de extracto hidroalcohdlico y la captacion del radical DPPHe.

Tabla 16. Actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico de Krapfia
weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr frente al radical DPPH-

Extracto CV del Prom. %Inhibicién
(Mg/mL) Prom. Abs * DE Abs DPPH-
0 0,4524 + 0,0004 0,0893 0
16 0,3673 £ 0,0001 0,0314 18,8094
40 0,3382 + 0,0059 1,7423 25,2487
88 0,1983 + 0,0021 1,0349 56,1630
112 0,1290 + 0,0080 6,1763 71,4875
160 0,0082 + 0,0017 20,0436 98,1802

IC 50 = 77,7647 pug/mL
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% de Inhibicion DPPHe vs Concentracion
de extracto
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Figura 11. Curva de inhibicién del radical DPPH- del extracto hidroalcohdlico de
Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr.

Se reporté un valor TEAC de 31,2018 mg Trolox/g de extracto, y los valores de IC
50 del Trolox® (Anexo 6: Tabla 25) y del extracto fueron 2,4264 ug/mL y 77,7647
pg/mL, respectivamente. El extracto hidroalcohdlico si posee actividad antioxidante;

no obstante, no fue superior al estandar.

45.2 ABTS™
En la Tabla 17 y Figura 12, se puede observar una relacién directa entre las
concentraciones de extracto hidroalcohdlico y la captacion del radical ABTS™.

Tabla 17. Actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de Krapfia
weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr frente al radical ABTS™

Extracto Abs Prom. * CV del % Inhibicion
(ng/mL) D.E Prom. Abs
0 0,7139 + 0,0056 0,7846 0
12 0,5596 + 0,0083 1,4759 21,6147
28 0,4158 + 0,0101 2,4594 41,7538
44 0,2706 + 0,0248 9,5854 62,1008
60 0,1490 £ 0,0137 9,1625 79,1231
76 0,0086 + 0,0005 6,1859 98,8023

IC 50 = 36,2218 pg/mL
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Figura 12. Curva de inhibicion del radical ABTS™* del extracto hidroalcohdlico de
Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr.

Se reporté un valor TEAC de 87,7822 mg Trolox/g de extracto, y los valores de IC
50 del Trolox® (Anexo 7: Tabla 26) y del extracto fueron 3,1793 ug/mL y 36,2218
pg/mL, respectivamente. El extracto hidroalcohdlico si posee buena actividad

antioxidante; no obstante, no fue superior al estandar.

4.5.3 FRAP
En la Tabla 18 y Figura 13, se puede observar una relacion directa entre el
incremento del valor de absorbancias y el aumento de concentracidén de extracto.

Tabla 18. Poder reductor férrico del extracto hidroalcohdlico de Krapfia
weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr.

Prom. Abs *

Extracto (ug/mL) DOE CV del Prom. Abs
12,5 0,0929 + 0,0031 3,3835
25 0,1756 + 0,0045 2,5481
50 0,3311 £ 0,0116 3,5070
75 0,4831 + 0,0040 0,8239
100 0,5949 + 0,0054 0,9098
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Figura 13. Curva de reduccion del Fe*® del extracto hidroalcoholico de Krapfia
weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr.

El extracto exhibié una buena actividad antioxidante reductora férrica y reportd un
valor AAEAC de 315,3846 pmol Acido ascérbico/g de extracto.
La Tabla 19 resume la capacidad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico

de “Rima Rima”.

Tabla 19. Capacidad antioxidante total de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. &
J.F. Macbr.

mg/g pmol/g
DPPH- 31,2018* 124,6626*
ABTS™ 87,7822* 350,7220*
FRAP 55,5455** 315,3846™**

* TEAC: Capacidad antioxidante equivalente a Trolox
** AAEAC: Capacidad antioxidante equivalente a acido ascoérbico
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4.6 Actividad antienzimatica in vitro

En ambos métodos los resultados se expresaron mediante % inhibicion y valores
de IC 50. Se tuvo en cuenta el promedio de absorbancias correspondientes de cada
concentracion para efectuar el calculo de los % de inhibicidn, desviacion estandar

(DE) y coeficiente de variacion (CV).

4.6.1 Actividad anticolagenasa

La Tabla 20 y Figura 14 muestran la inhibicion de la enzima colagenasa por el
extracto de Krapfia weberbaueri en un rango de 30-90 %, se puede observar una
relacion directa entre las concentraciones de extracto hidroalcohdlico y de actividad
anticolagenasa.

Tabla 20. Actividad inhibidora de la enzima colagenasa del extracto
hidroalcohdlico de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr.

Extracto Prom.Abs*  CVdel Prom. o |nhibicidn
(hg/mL) DE Abs
0 0,2553 + 0,0018 0,7010 0,0000
36 0,1767 + 0,0160 9,0380 30,7833
54 0,1151 + 0,0294 25,5453 54,9086
66 0,0884 + 0,0072 8,1574 65,3786
90 0,0255 + 0,0010 3,7409 90,0131

IC 50 = 50,9573 pg/mL

Se reportaron valores de IC 50 de 211,1552 pg/mL y 50,9573 pg/mL
correspondientes al estandar galato de epigalocatequina (Anexo 9: Tabla 28) y del
extracto hidroalcohdlico, respectivamente, con lo cual se puede apreciar que el
extracto de Krapfia weberbaueri presenta una buena actividad anticolagenasa

superior al estandar.
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Figura 14. Curva de inhibicidn de la enzima colagenasa del extracto
hidroalcohdlico de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr.

4.6.2 Actividad antielastasa

La Tabla 21 y Figura 15 muestran la inhibicion de la enzima elastasa por el extracto
de Krapfia weberbaueri en un rango de 6-37 %, se puede observar una relaciéon
directa entre las concentraciones de extracto hidroalcohdlico y de actividad
antielastasa.

Tabla 21. Actividad inhibidora de la enzima elastasa del extracto hidroalcohdlico
de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr.

Extracto Prom. Abs * CV del Prom. % Inhibicién
(ng/mL) DE Abs
0 0,1072 + 0,0001 0,0933 0,0000
200 0,1002 £ 0,056 5,5452 6,4988
400 0,0942 + 0,0002 0,1621 12,0958
520 0,0875 + 0,0061 6,9887 18,3458
840 0,0724 £ 0,054 7,5065 32,4316
960 0,0672 £ 0,0013 1,9202 37,3445

IC 50 = 1297,6926 pg/mL

43



% de inhibicion de enzima elastasa vs
Concentracion de extracto

O
35 et
k2
30 A
c 25
Ne) d
£ 20
el ) y=0.0397x - 1.5184
- . 2 _
< 15 R2=0.9916
X 10 L
5 ..-°.
0 @
0 200 400 600 800 1000 1200

Extracto (ug/mL)

Figura 15. Curva de inhibicion de la enzima elastasa del extracto hidroalcohdlico
de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr.

Se reportaron valores de IC 50 de 18,8749 pg/mL y 1297,6926 pg/mL,
correspondientes al estandar del galato de epigalocatequina (Anexo 10: Tabla 29)
y del extracto hidroalcohdlico, respectivamente, con lo cual se puede apreciar que
el extracto de Krapfia weberbaueri no presenta actividad antielastasa en

comparacién con el estandar, no exhibié inhibiciones mayores del 50 % de esta

enzima.
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CAPITULO V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, son el inicio de
posteriores investigaciones en Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr. Las
investigaciones cientificas permiten explorar nuestras variedades de especies
vegetales mediante la identificacion de compuestos bioactivos y el desarrollo de
ensayos in vitro que comprueban y relacionan su uso medicinal. El estudio de esta
planta medicinal genera nuevos aportes que contribuyen, guian e incentivan la
investigacion de nuestras plantas peruanas con prometedoras actividades
terapéuticas. El uso medicinal es un indicador de la posible presencia de
compuestos biolégicamente activos que ameritan ser investigados, de igual forma
es relevante difundir temas de conservacion y aprovechamiento de su uso

sostenible.

Krapfia weberbaueri actualmente esta categorizada como En Peligro (EN) segun
los Criterios de la UICN?°, pas6 de las Categorias y Subcriterios VUB1ab(iii) a
ENB1ab(v)?°. La Lista Roja de Especies Amenazadas de la UICN proporciona
informacion sobre la distribucion, tamafio poblacional, habitat, ecologia, uso y
amenazas que presentan las especies a nivel mundial. Es un indicador de Los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) que establecen medidas criticas para
proteger las especies amenazadas y evitar su extincion'®. Por consiguiente, es
relevante continuar promoviendo medidas de conservacion que permitan la
proteccion de nuestras especies endémicas que enfrentan un riesgo alto de

extinciéon, previniendo asi la pérdida de nuestra biodiversidad.

El extracto exhibi6é una prometedora actividad antioxidante y anticolagenasa in vitro,
lo cual es motivo para continuar con su investigacién teniendo en cuenta que la
actualizacién de especies en categoria de riesgo CR, EN, VU es cada 2 afios'®' y
el rendimiento obtenido fue de 3,36 % (Tabla 13). Es recomendable seguir
empleando metodologias in vitro que no requieran recolectar un mayor numero de
individuos o la posibilidad de realizar cultivos in vitro hasta completar su

investigacion.
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Los compuestos bioactivos se acumulan en partes especificas de la planta, varian
cuantitativamente y cualitativamente entre especies estrechamente relacionadas y
dentro de una misma especie'2. El presente estudio confirma que tallos y hojas de
Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr. “Rima Rima” producen polifenoles

y flavonoides implicados en la capacidad antioxidante frente a radicales libres.

La identificacion fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de Krapfia weberbaueri,
reveld la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, triterpenoides, lactonas,
observandose una coloracion intensa en sus respectivas reacciones de
identificacion; también es posible sugerir la presencia moderada de glucosidos y
antraquinonas y con presencia leve taninos, en tanto para saponinas y alcaloides
los resultados fueron negativos (Tabla 12). Al no identificarse estos metabolitos se
infiere que la actividad antioxidante y antienzimatica no esta atribuida a ellos y nos
da una idea inicial de sus componentes quimicos. Investigaciones anteriores han
demostrado que los polifenoles y flavonoides pueden usarse como antioxidantes

contra diferentes enfermedades inducidas por estrés oxidativo'%3.

Las pruebas de Baljet y de hidroxamato férrico confirmaron la presencia de
compuestos con grupo lactona'® y lactonas tipo y'%, respectivamente. La
protoanemonina podria ser una de las lactonas presentes en el extracto que como
se menciono anteriormente es liberada cuando el material vegetal se deja secar o

los tejidos se trituran.

Mediante la reaccidon de vainillina se confirmé la presencia de glucdésidos. Un
ranunculésido identificado en Ranunculus muricatus L., presentd inhibicion de
radicales libres y de enzimas lipoxigenasa y xantina oxidasa'", por lo cual este tipo
de glucdsido u otros podrian estar presentes en el extracto y ser uno de los
compuestos que le otorguen actividad antioxidante in vitro. Con respecto a la
Ranunculina, no puede inferirse su presencia en el extracto, debido a que en el
tratamiento de la muestra se realiz6 la reduccion de tamarfo, y maceracion de hojas

y tallos.
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En Ancash-Peru también se encuentran otras especies endémicas pertenecientes
a la familia Ranunculaceae como Laccopetalum giganteum'°8, esta planta comparte
junto con el género Krapfia caracteres morfolégicos florales: flores subglobosas,
sépalos, pétalos concavos y gruesos, y la presencia de un androginoforo’. Se han
identificado compuestos fendlicos, flavonoides, glucésidos, taninos y alcaloides en
el extracto etanolico de flores de Laccopetalum giganteum®. La reaccion de
Dragendorff no identifico alcaloides en el extracto hidroalcohdlico de hojas y tallos
de Krapfia weberbaueri, estos resultados pueden diferir por el tipo de extraccion y
organo empleado. Se infiere también que los géneros filogenéticamente cercanos
de una misma familia pueden no compartir los mismos tipos de metabolitos
secundarios. Los analisis filogenéticos fundamentan la presencia de metabolitos
secundarios estructuralmente similares en los géneros de un mismo clado y son
indicadores de descendencia comun'’. No obstante, estudios han demostrado que
las relaciones filogenéticas no predicen de manera exacta el nivel de actividad
antioxidante entre especies de un mismo género y entre géneros en una misma

familia08,

La composicidon quimica de las especies vegetales es influenciada por factores
climaticos, genéticos, calidad de suelo, época de afo, etc. La seleccidn,
recoleccion, tratamiento de la droga vegetal, solventes y procedimiento de
extraccion, son parametros que pueden afectar la calidad del extracto, estos
conllevan a extraer e identificar diferentes metabolitos secundarios en una misma
planta®®. Los resultados obtenidos en el presente estudio han sido influenciados por

estos factores y parametros.

Raices de Ranunculus praemorsus, otra especie de este género, fueron
recolectadas en el departamento de Apurimac para la obtencion de un extracto
hidroalcohdlico (8:2), en el cual a diferencia de “Rima Rima”, si se identificaron
alcaloides en las reacciones de Dragendorff, Mayer y Wagner'°. Los alcaloides en
las formas libres y de sal son solubles en mezclas hidroalcohdlicas’®. La

preparacion del extracto fue bastante similar, el solvente utilizado tiene una mayor
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proporcion de alcohol, lo cual puede haber permitido una mayor extraccion de
alcaloides. Igualmente, el lugar de colecta, condiciones edafolégicas, y 6rgano

vegetal empleado influyen en la extraccion de compuestos.

Se obtuvo un valor de 5,7459 *+ 0,0127 mg de acido galico/g de extracto en la
cuantificacion de polifenoles totales (Tabla 15). Mayormente, los polifenoles son
mas de naturaleza hidrofilica que lipofilica, para la extraccion de acidos fendlicos
muy polares (acidos benzoico, cinamico) se recomienda utilizar mezclas de alcohol-
agua o acetona-agua''®. En este sentido, fue adecuado utilizar la mezcla alcohol-
agua (7:3) para la extraccion de compuestos fendlicos. Autores afirman que la
eleccion del disolvente es esencial para la eficiencia en el proceso de extraccion, y

es el parametro que mas influye en la capacidad antioxidante™".

Los polifenoles son susceptibles a la oxidacion, y pueden formar complejos con
carbohidratos, proteinas o polimerizados que pueden proporcionar resistencia a las
técnicas eficaces de extraccion o aislamiento’'?. La extraccion de compuestos
fendlicos podria no haberse efectuado totalmente en el presente extracto por estas

caracteristicas.

En la cuantificacion de flavonoides el extracto hidroalcohdlico de Krapfia
weberbaueri reportd 86,7086 + 0,0656 mg de QE/g de extracto (Tabla 15), una
buena cantidad de flavonoides. En el extracto de hojas, tallos y flores de
Ranunculus arvensis L se evalud la extraccion de flavonoides por diferentes
solventes, obteniendo la fraccion de acetato de etilo mayor contenido de
flavonoides, 48 + 1 QE/mg''3. Esta diferencia en los valores obtenidos esta
influenciada por los 6rganos vegetales empleados, y por la reaccidén con el sistema
NaNO2 —AlICl3 en medio basico (NaOH)8 (Tabla 6), favorable para la formacién del

complejo coloreado entre los iones aluminio y los flavonoides.

En el analisis estadistico, todos los valores obtenidos en la medicion de actividad
antioxidante in vitro presentaron diferencia significativa (p<0,05) con un nivel de
confianza al 95 % (Anexos 11,12 y 13). Se aplicé la desviacion estandar para
denotar la variacion de datos; para la relacién entre el tamafio de la media y la

variabilidad de la variable se hallé el coeficiente de variacién (CV). Si el valor del
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CV es mayor del 30 %, los datos son dispersos y si es mayor del 50 %, indican una
mayor dispersion’'. Todos valores de CV hallados de las actividades antioxidante
y antienzimatica in vitro no superaron el 30 %, lo cual demostraria que los datos
poseen una media representativa, son resultados confiables y provienen de una

muestra homogénea.

Se visualizé una decoloracion en los tubos de reaccién de los métodos DPPH- y
ABTS"* después de sus tiempos de captacion de radicales libres, 30 miny 7 min,
respectivamente (Figuras 40 y 41). La decoloracion visible es un indicador de la
reduccion o neutralizacién de los radicales libres''®. En el método FRAP se
visualizé una coloracion azul intensa resultante (Figura 43), siendo los tubos con
mayor concentracion de extracto los mas coloreados, esto es un indicador de la
reduccion férrica y formacion del complejo ferroso®. Todas las graficas de
concentracion de extracto vs % inhibicion (DPPHe« y ABTS™) y concentracion de
extracto vs absorbancias (FRAP) presentaron una linealidad con R? > 0,99 (Figuras
11,12y 13).

El método DPPH- se utiliza actualmente para evaluar el potencial antioxidante de
un compuesto, extractos, alimentos u otras fuentes bioldgicas, y generalmente se
utiliza al Trolox® como estandar® "5, De acuerdo a Brand-Williams'® “la actividad
antioxidante se define como la cantidad o concentracion de antioxidante necesaria
para disminuir la concentracion inicial de DPPHe« en un 50 % (IC 50 = concentracion
eficaz)”. El extracto de tallos y hojas de “Rima Rima” reporté un IC 50 de 77,7647
pg/mL (Tabla 16) y el IC 50 del estandar Trolox® fue de 2,4264 pg/mL (Anexo 6:
Tabla 25), se puede inferir que el presente extracto si presenta actividad
antioxidante, no obstante, no superé al Trolox®, ya que el estandar con una menor

concentracion inhibe el 50 % del radical DPPH- (39 veces mayor a la del extracto).

En Ranunculus muricatus L por medio de analisis espectroscoépicos UV, IR, se aislo
e identificd un nuevo glucdésido en una fraccion de acetato de etilo. Este metabolito,
reportd un IC 50 = 56,7 £ 0,43 uM en el método DPPHs, valor cercano a su estandar
BHA de 44,2 + 0,33 uM, también presentd potencial inhibitorio de las enzimas

lipooxigenasa y xantina oxidasa''. En comparacion con el extracto, este glucdsido
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tiene mayor capacidad antioxidante frente al radical DPPH-, esta diferencia puede
deberse a la pureza del metabolito. El aislamiento de cualquier metabolito permite
obtener compuestos puros a partir de extractos naturales, lo cual disminuye la
probabilidad de interferencias o contaminacion en los ensayos quimicos y

biologicos'"”.

En el método ABTS** los cromdgenos pueden disolverse en medios acuosos y
organicos, a diferencia del método DPPH- que es mas soluble en medid organico y
mas aplicable a sistemas hidrofobos. Por consiguiente, es importante realizar
ambas metodologias por la utilidad en la determinacion de capacidad antioxidante
hidrofilica y lipofilica de extractos naturales y fluidos corporales®”-°%-118 De acuerdo
a esta afirmacion, los resultados obtenidos en ambos métodos indicarian que tallos
y hojas de Krapfia weberbaueri contienen antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, una

buena capacidad antioxidante total.

Los radicales libres atacan a las membranas celulares lipofilicas y al contenido
celular soluble'®. El extracto hidroalcohdlico de Krapfia weberbaueri al poseer
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, seria de gran utilidad en el sistema de
defensa y mantener el equilibrio fisiolégico celular como los antioxidantes no
enzimaticos: tocoferoles, carotenos, ascorbato, glutation, etc. que actuan a nivel del
citosol (hidrofilicos) y en membranas celulares (lipofilicos)®®, sus compuestos

bioactivos podrian prevenir o regular la peroxidacion lipidica.

El presente extracto reportd un IC 50 = 36,2218 ug/mL en el ensayo ABTS™ (Tabla
17), se considera que presenta una buena actividad antioxidante, pero no superior
al estandar Trolox® con IC 50 = 3,1793 ug/mL (Anexo 7: Tabla 26). En un estudio
realizado en Argelia, el extracto metandlico y fraccionado en n-butanol de partes
aéreas de Ranunculus macrophyllus reporté un IC 50 = 247 ug/mL'"® lo cual
significaria que el extracto de “Rima Rima” tiene mayor actividad antioxidante que
esta especie Ranunculus. Esta diferencia podria deberse a la eleccion de solventes
menos polares, y por la cantidad de compuestos antioxidantes presentes en

Ranunculus macrophyllus.
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El valor de IC 50 de una muestra es fundamental para identificar la concentracion
minima inhibitoria, en este sentido, el presente extracto exhibié mayor captacion de
radicales libres en el método ABTS** (IC 50 = 36,2218 ug/mL) en comparacién con
el DPPH- (IC 50 = 77,7647 pg/mL). Muchas especies han reportado valores de IC
50 mayores a 100 ug/mL'%°, significando una capacidad antioxidante menor a la del
presente extracto. También hay extractos que superan los valores IC 50 de los

estandares, entre 0,8 y 1,7 ug/mL, como la cascara y piel de Vitis vinifera'?'.

En estas metodologias in vitro, la actividad antioxidante también puede expresarse
en términos de Acido Ascérbico Equivalente (AAEAC o VEAC). Este estandar
generalmente exhibe valores de IC 50 entre 5 y 20 ug/mL'?2123  cercanos al
Trolox®. Comparandolo con el extracto hidroalcohdlico (IC 50 = 77,7647 ug/mL), el
acido ascorbico posee una actividad antioxidante entre cuatro y quince veces
mayor. Mayormente, los valores de los estandares son minimos y se esperan ser

superados por las muestras en investigacion.

En el método FRAP, el complejo férrico (2,4,6-tripiridil-s-triazina [Fe(TPTZ)]*?) pasa
a su forma ferrosa en medio acido'?*. A diferencia del DPPH- y ABTS"*, el reactivo
no es un radical libre, y con respecto a los mecanismos de reaccion por parte de
los antioxidantes, estos pueden donar electrones, pero no atomos de hidrogeno. En
base a los resultados obtenidos, 55,5455 mg Acido Ascorbico/g de extracto (Tabla
18), el extracto si posee poder reductor; no obstante, es importante resaltar que los
antioxidantes son reductores, pero también hay otros compuestos que no son
antioxidantes que también pueden reducir el complejo férrico'?®, por lo que este

valor podria estar sobreestimado.

En un estudio de comparacion de solventes a cuatro especies de Ranunculus
provenientes del oeste de Rumania, los extractos hidroalcohdlicos (7:3), proporcion
igual a la empleada en el presente trabajo, presentaron menor valor FRAP
expresados en Equivalentes Trolox (ET/100mL) en comparacion con los extractos
glicerol-etanol (1:1)'4. Los extractos de partes aéreas de Ranunculus ficaria
(hidroalcohdlico) y Ranunculus bulbosus (glicerol-etanol), obtuvieron mayor

cantidad de flavonoides y acidos fendlicos, respectivamente; sin embargo, en el
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FRAP solo R. bulbosus (glicerol-etanol) presentd uno de los mayores valores con
163 uM ET/100mL, el poder reductor del complejo [Fe(TPTZ)]*3 estaria influenciado
por la presencia de acidos fendlicos. La investigacion utilizé rutésido, acido cafeico
y trolox para los ensayos de flavonoides, polifenoles y FRAP, respectivamente. Esto
confirma que la mezcla de alcohol-agua permite una mayor o menor disolucion de
algunos tipos de polifenoles (acidos fendlicos) que pueden ejercer mayor actividad

antioxidante.

En un estudio realizado a Ranunculus sceleratus, a partir de una extraccion
metandlica de la planta entera se compararon diferentes fracciones de n-hexano,
cloroformo, acetato de etilo, n-butanol y agua; reportando la fraccion de acetato de
etilo mayores valores en compuestos fendlicos totales y en DPPH?e, con resultados
de 97,1 + 1,0 GAE/mg/g y un IC 50 = 44,1 + 0,8 yg/mL, respectivamente'?®, El
extracto de “Rima Rima”, presenté menor cantidad de polifenoles totales 5,7459 mg
GAE/gyen DPPH- con IC = 76,7191 ug/mL; esta diferencia se debe a que en “Rima
Rima” se realiz6 una maceracién y extracciéon hidroalcoholica de solo tallos y hojas
(Figura 6), lo que ha permitido una extraccién regular de compuestos fenolicos mas

hidrosolubles.

En los ensayos antienzimaticos in vitro se utilizd6 como estandar al galato de
epigalocatequina. En ambos métodos, se establecié una relacién directa entre la
inhibicién de enzimas y la concentracion de extracto desde concentraciones bajas

hasta un limite maximo (Figuras 14 y 15).

El extracto hidroalcohdlico de “Rima Rima” exhibié mayor actividad inhibidora de la
enzima colagenasa (IC 50 = 50,9573 ug/mL) en comparacion con EGCG (IC 50 =
211,1552 ug/mL). Se observé la inhibicién de enzima desde 30,7833 % hasta
90,0131 % en el rango de concentraciones de 36 a 90 ug/mL, respectivamente
(Tabla 20). Los grupos obtuvieron diferencia significativa entre las medias (p<0,05),
excepto el grupo control con la concentracién de 36 pg/mL, y la concentracion de

66 ug/mL con la concentraciéon de 54 y 90 ug/mL (Anexo 14).

Respecto a la actividad antielastasa, la cantidad de p-nitroanilide producida en cada

aumento de concentracidon de extracto establecié una inhibicion de 6,4988 % hasta
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37,3445 % de enzima elastasa, entre las concentraciones de 200 y 960 ug/mL,
respectivamente (Tabla 21). El valor de IC 50 del EGCG (IC 50 = 18,8749 pug/mL)
en comparacion con el extracto (IC 50 = 1297,6926 ug/mL) es mucho mas potente,
ademas el extracto no inhibi6 mas del 50 % de enzima, por consiguiente, no
presentd actividad antielastasa. Estos resultados presentaron diferencia
significativa (p<0,05) (Anexo 15).

En un estudio in vitro, se demostr6 que las sapogeninas (hederagenina, acido
oleandlico, ruscogenina) extraidas de algunas plantas, son fuertes inhibidores de la
elastasa, mientras que los glucosidos terpenoides carecian de esta actividad'?’. En
el tamizaje fitoquimico realizado al presente extracto, mediante la reaccion del
indice de espuma no se identifico la presencia de saponinas, pero si se identificaron
glucosidos y triterpenoides, las ausencias de estos metabolitos podrian limitar la

actividad antielastasa en el presente extracto.

Un estudio similar y mas exhaustivo fue realizado en Terminalia catappa L., el
extracto hidroalcohdlico reporté polifenoles, captacion del radical DPPHe+ y solo
actividad anticolagenasa. La inhibicién de enzima elastasa con un maximo de 12
%, solo se reportd en la concentracién de 10 yg/mL, concentraciones mayores de
hasta 500 pg/mL las inhibiciones fueron menores o nulas. Concentraciones de 50
a 1 000 ug/mL reportaron inhibiciones altas de enzima colagenasa, entre 81 y 100
%, respectivamente. El presente extracto si presentd inhibiciones de enzima
mayores del 12 %, hasta un 37,3445 % con una concentracion maxima de 960
pMg/mL. De acuerdo a esta comparacion, un extracto que inhibe menos del 50 % de
enzima se considera con poca o con actividad antienzimatica nula. Como los
resultados fueron positivos para la enzima colagenasa, mediante irradiacion UVB
celular y lectores de fluorescencia, comprobaron que concentraciones de 25 a 100
Mg/mL del extracto y sus hidrolizados inhiben significativamente la expresion
proteica de MMP-1, MMP -9 y MMP -3 (p<0,05). Estas metodologias podrian
realizarse posteriormente en el extracto de “Rima Rima”, para comprobar la

disminucién de expresion de las MMP-1, MMP-9 y MMP-3 que son las
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metaloproteinasas encargadas de aumentar la degradacion colageno tipo | y tipo
111128,

La estructura de las metaloproteinasas comprende un dominio catalitico y un sitio
activo en la que contienen un atomo de zinc indispensable para la degradacion de
las proteinas de la MEC'?°. Estudios anteriores han demostrado que a mayor
contenido de polifenoles y flavonoides, las actividades antienzimaticas se
incrementan, estos pueden actuar como quelantes al unirse al sitio activo de la
enzima. Estudios han comprobado que la actividad quelante de iones metalicos
(Fe*? y Cu*?) de compuestos fendlicos u otros metabolitos dependen de su

concentracion y pueden ser cercanas al EDTA'30,

La colagenasa de Clostridium histolyticum pertenece a la familia de las MMP-9, en
condiciones fisiologicas puede hidrolizar sustratos sintéticos como el N-[3-(2-furyl)
acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala y las regiones de triple hélice del colageno. El extracto de
“‘Rima Rima” podria disminuir la degradacion de los colagenos I, IV y V, ya que

estos son los sustratos sobre los que actuan las MMP-9.

Los polifenoles del té verde son de gran interés en los ultimos afios por su poder
antioxidante, sus hojas contienen cuatro catequinas principales: (-)-epicatequina, (-
)-galato de epicatequina, (-)-epigalocatequina y (-)-galato de epigalocatequina".
Las catequinas aisladas del extracto de té verde y sus polimerizados han reportado
efectos inhibitorios de estas proteinasas, Kim et al.'®? mediante el disefio y sintesis
de catequinas polimerizadas demostraron que estas producen uniones mas fuertes
con el Zn en el dominio catalitico de la enzima. Ademas de la influencia del alto
peso molecular, observaron que la introduccién de grupos carboxilo e hidroxibencil
pueden aumentar la fuerza de interaccion con las enzimas colagenasa y elastasa,
respectivamente. Las catequinas que son un tipo de flavanoles podrian estar
presentes en el extracto de “Rima Rima” evitando la unién enzima-sustrato en la

actividad anticolagenasa.

Thring et al.®® en un estudio comparativo de 23 extractos de plantas, encontrd
mayor actividad anticolagenasa y antielastasa en el extracto acuoso de té blanco,

a 25 pg/mL el extracto exhibidé 87 % y 89 % de inhibicidn, respectivamente, estos
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efectos los atribuyeron al sinergismo entre las catequinas del extracto; el extracto
hidroalcohdlico de Krapfia weberbaueri tiene una inhibicién de 87 % de enzima
colagenasa a una concentracién aproximada de 90 ug/mL, un menor valor de

actividad antienzimatica pero cercano al té blanco.

Con fines de proteccion contra el envejecimiento y la hiperpigmentacion de la piel,
las preparaciones médicas y cosméticas se componen principalmente de
inhibidores de colagenasa, elastasa, hialuronidasa y tirosinasa'33, un ejemplo es la
incorporacion de Macadamia integrifolia como ingrediente en formulaciones
cosméticas por encontrarse en el extracto de sus hojas actividad antitirosinasa
ademas de polifenoles’*. La fuerte actividad anticolagenasa encontrada en el
presente extracto hidroalcohdlico seria uno de los fundamentos para poder

continuarse investigando exhaustivamente estos efectos inhibitorios.

En las investigaciones también se elaboran formulaciones farmacéuticas
empleando extractos como activos a distintas concentraciones, con el objetivo de
evaluar mediante ensayos in vitro e in vivo la variabilidad de actividad antioxidante

y antienzimatica en el producto farmacéutico’%135136

En algunas metodologias los resultados no superan a los estandares, esto puede
deberse a la cantidad de compuestos antioxidantes y sus diferentes mecanismos.
El extracto obtenido es una mezcla de tallos y hojas que posiblemente permitan
una mayor actividad, en comparacion de emplearse un extracto con solo una parte
de la planta. Autores sostienen que los componentes fitoquimicos pueden
interaccionar entre ellos y presentarse sinergismo o antagonismo37-138 un ejemplo
es el acido ascorbico que actua como sinergista reduciendo los radicales
antioxidantes primarios y potenciando su accién'3®, Continuar con la investigacion
de los compuestos antioxidantes presentes en Krapfia weberbaueri permitiria
interpretar sus diferentes mecanismos de defensa celular (relacién estructura-

actividad e interacciones posibles).

Por los resultados obtenidos en Krapfia weberbaueri “Rima Rima”, la especie de
estudio promete expectativas en su composicion quimica de polifenoles,

flavonoides, actividad antioxidante y anticolagenasa.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

. El extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas de Krapfia weberbaueri (Ulbr.)
Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima” presentd polifenoles, flavonoides,

actividad antioxidante y actividad anticolagenasa.

. El contenido de polifenoles y flavonoides de Krapfia weberbaueri (Ulbr.)
Standl. & J.F. Macbr fue de 5,7459 £ 0,0127 mg GAE/g y 86,7086 + 0,0656
mg QE/g de extracto, cuantificados por los métodos Folin-Ciocalteu y
formacion de un complejo de flavonoides con el tricloruro de aluminio,

respectivamente.

. El extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas de Krapfia weberbaueri (Ulbr.)
Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima” exhibi6 actividad antioxidante in vitro en
los métodos DPPH+« y ABTS'* reportando valores TEAC de 31,2018 y
87,7822 mg Trolox/g, respectivamente y en el método FRAP un valor AAEAC
de 55,5455 mg AA/g.

. El extracto hidroalcohdlico de tallos y hojas de Krapfia weberbaueri (Ulbr.)

Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima” solo exhibié actividad antienzimatica in

vitro para la enzima colagenasa con un valor de IC 50 = 50,9573 ug/mL.
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1.

CAPIiTULO VIl. RECOMENDACIONES

Para continuar las investigaciones sobre esta especie endémica, debe
realizarse un analisis exhaustivo sobre su estado actual de conservacion.
Identificar y realizar estudios de estructura-actividad de sus compuestos
antioxidantes que permitan evaluar y comparar sus diferentes mecanismos
de accion con otros tipos de antioxidantes exogenos.

Realizar estudios de toxicidad por pertenecer a un género caracteristico de

plantas acres y vesicantes.
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CAPITULO IX. ANEXOS

Anexo 1. Certificado de Clasificacion taxonomica de Krapfia weberbaueri (Ulbr.)
Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima” '

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ‘§> 100,
a,"/-\_ Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA 87 Moo e .
Pos'a ¥ VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO K foel y

UNMSM

el ks MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“4jio de la lucha contra la corrupcion y la impunidad”

CONSTANCIA N° 270-USM-2019

LA JEFE (e) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta fértil) recibida de Lourdes Victoria Tinoco, estudiante de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de Farmacia y Bioquimica; ha sido
estudiada y clasificada como: Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr. y tiene la
siguiente posicion taxonomica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: MAGNOLIIDAE
ORDEN: RANUNCULALES
FAMILIA: RANUNCULACEAE
GENERO: Krapfia
ESPECIE: Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr
Nombre vulgar: “Rima rima”

Determinado por: Mg. Maria Isabel La Torre y Pamela Arista.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 23 de agosto de 2019

JAC/ddb
Av. Arenales 1256, Jestis Maria Teléfono: E-mail: museoln@unmsm.edy.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perit 619-7000 anexo 5701, 5703, 5704 Drapilfmuscobn.unmsm.ede.pe
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Anexo 2. Tamizaje fitoquimico de Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F.
Macbr “Rima Rima”

Tabla 22. Resultados de Pruebas Fitoquimicas

] o Metabolito
Prueba Fitoquimica ] Resultados

secundario

Shinoda Flavonoides +++
Compuestos

FeCls - +++

fendlicos
Coloracién verde oscura
Gelatina Taninos +

Precipitado amarillo
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Borntrager

Lieberman-

Burchardat

indice de espuma

Vainillina

Antraquinonas

Esteroides y

Triterpenoides

Saponinas

Glucoésidos

Coloracion roja en zona

fn - |

- ) _|
Interface violeta

++

+++

++
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Dragendorff

Wagner

Bertrand

Popoff

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Ausencia de precipitado

rojo ladrillo

Ausencia de precipitado

blanco

Ausencia de precipitado
blanco

Ausencia de precipitado

amarillo
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Mayer

Baljet

Alcaloides

Ausencia de precipitado

blanco

Lactonas +++

Coloracion rojiza
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Anexo 3. Prueba de Solubilidad del extracto de hojas y Tamizaje fitoquimico de
Krapfia weberbaueri (Ulbr.) Standl. & J.F. Macbr “Rima Rima”

Figura 16. Solubilidad del extracto en solventes polares y apolares

S e

Figura 17. Solubilidad del extracto en mezcla de solventes (7:3)
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Anexo 4. Estandar de acido galico por el método Folin-Ciocalteu

Tabla 23. Resultado de absorbancias—acido galico

Acido galico (ug/mL) Prom. Abs*
5 0.0611
10 0.1223
20 0.2364
30 0.3371
40 0.4549
50 0.5604

* Lecturas a 765 nm.

Curva de calibracién de acido galico

0.6
.
0.5 R
.
204 )
o
= 0
03 '
2 "
Re)
202 y = 0.011x + 0.0099
s R2 = 0.9996
0.1
o
0
0 10 20 30 40 50

Concentracion de acido galico (ug/mL)

Figura 18. Curva de calibracion de acido galico



Anexo 5. Estandar de quercetina por el método de complejo de flavonoides con
AICI3

Tabla 24. Resultado de absorbancias-quercetina

Quercetina (pg/mL) Prom. Abs*
5 0,0509
10 0,1088
20 0,2273
30 0,3368
40 0,4616
50 0,5785

* Lecturas a 500 nm

Curva de calibracién de quercetina

0.7
06
.
05
ks "
2 04
®©
2 .9
8 03 e : y =0.0117x-0.0086
3 R2=0.9998
< 02 e *
0.1 v
e
0
0 10 20 30 40 50 60

Concentraciones de quercetina pg/mL

Figura 19. Curva de calibracién de quercetina
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Anexo 6. Actividad inhibidora del radical DPPH- del estandar Trolox®

Tabla 25. Captacion del radical DPPH- por el estandar Trolox®

Trolox® %Inhibicion
(Mg/mL) Prom. Abs* DPPH-
0 0,4581 0,0000
1,2 0,3379 26,2334
2,1 0,2532 44,7242
3,0 0,1721 62,4218
3,9 0,0845 81,5602
4,8 0,0284 93,8000

IC 50 = 2,4264 pg/mL

* Lecturas a 517 nm

%Inhibicion DPPHe vs Estandar Trolox®

120

100

60 .

40 y =19.817x + 1.9146
P R? = 0.9963

% de inhibicion

20

0 1 2 3 4 5
Concentracion de Trolox® (ug/mL)

Figura 20. Inhibicion del radical DPPH. del estandar Trolox®



Anexo 7. Actividad inhibidora del radical ABTS** del estandar Trolox®

Tabla 26. Captacion del radical ABTS"* del estandar Trolox®

Trolox® %Inhibicién
(Mg /mL) Prom. Abs* ABTS™
0 0,6803 0,0000
0,8 0,5996 11,8551
1,8 0,5076 25,3859
2,8 0,3779 44,4510
3,8 0,2753 59,5252
4,8 0,1563 77,0248

IC 50 = 3,1793 pg/mL

* Lecturas a 734 nm

%Inhibicion ABTS* vs Estandar Trolox®

100

80 ...
6
y=16.108x - 1.2126

40 R?=0.998

.
.t
.
.
.
.
.
.
.
o
.

% de inhibicion

20 e =

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion de Trolox® (ug/mL)

Figura 21. Inhibicion del radical ABTS™ del estandar Trolox®



Anexo 8. Estandar de acido ascorbico por el método FRAP

Tabla 27. Poder reductor del acido ascorbico

Acido ascérbico* (umol/L) Prom. Abs
o 0,0307
10 0,1537
15 0,3200
20 0,4250
25 0,5453

* Lecturas a 593 nm

0.600

0.500

0.400

0.300

0.200

Absorbancias a 593nm

0.100

0.000

Poder reductor férrico de acido ascorbico

-9
.
O
. y = 0.026x - 0.0953
: R? = 0.9949
10 15 20 25

Concentracién acido ascérbico pmol/L

Figura 22. Curva de calibracion de acido ascorbico

30
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Anexo 9. Actividad anticolagenasa del estandar de galato de epigalocatequina
(EGCG)

Tabla 28. Inhibicion de la enzima colagenasa del estandar EGCG

EGCG (ug/mL) %Inhibicién
0 0,0000
80 22,5619
160 39,8927
250 57,1066

IC 50 = 211,1552 pg/mL

* Lecturas a 348 nm

% de inhibiciéon enzimatica de colagenasa vs

EGCG

70

0 ®
’5 50 ........
R s
3 40 e
g )
S30 e Y = 0.2268x + 2.11
3 o R2 = 0.9917
O\o 20 .......

10 e

0oe
0 50 100 150 200 250 300

Concentracién de Galato de Epigalocatequina (ug/mL)

Figura 23. Curva de inhibicién enzimatica de colagenasa de EGCG
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Anexo 10. Actividad antielastasa del estandar de galato de epigalocatequina
(EGCG)

Tabla 29. Inhibicion de la enzima elastasa del estandar EGCG

EGCG (ug/mL) %Inhibicién
0 0,0000
4 11,5059
12 29,0468
16 41,3424
20 52,1715

IC 50 = 18,8749 pg/mL

* Lecturas a 410 nm

% de inhibicion enzimatica de elastasa vs

EGCG

60

50 o
S0 *
T
O Wo®
'_E 30 ...... .
S e
*20 e y =2.5625x + 0.1633

-------- R? = 0,9971
10 L
oo
0 4 8 12 16 20 24

Concentraciéon de Galato de Epigalocatequina (ug/mL)

Figura 24. Curva de inhibicién enzimatica de elastasa de EGCG
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Anexo 11. Resultados del programa IBM SPSS 25 en el método DPPH-

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico al Sig.
Absorbancia ,208 18 ,038 ,902 18 ,063

a. Correccion de significacion de Lilliefors

ANOVA
Absorbancia
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 415 5 ,083 4726,930 ,000
Dentro de grupos ,000 12 ,000
Total 415 17
[Comparaciones multiples
Variable dependiente: Absorbancia
HSD Tukey
(L)) {J) Diferencia de Desv. Sig. Intervalo de confianza
Concentracion Concentracion medias (I-J) Error al 95%
Limite Limite
inferior superior

0 pg/mL 16 pg/mL 0851000" 0034207 000 073610 096590
40 pg/ml 1142333 0034207 000 102743 125723
88 pg/mL 2541000 ,0034207 000 ,242610 .265590
112 pg/mL 3234333 0034207 000 311943 334923
160 pg/mL 4442000 0034207 000 432710 455690
16 pg/mL 0 pg/mL -,0851000° 0034207 000 -,096590 -.073610
40 pgimL 0291335 0034207 000 017643 040623
88 pg/mL 1690000 0034207 000 157510 180450
112 pg/mL 2383333" 0034207 .000 226843 249823
160 pg/mL /35691000 0034207 000 ,347610 L370590
40 pgfmL 0 pg/mL -1142333" 0034207 .000 - 125723 - 102743
16 pg/mL -0291333" 0034207 ,000 -,040623 - 017643
88 pg/mL 1398667 0034207 000 128377 151357
112 pg/mL 2092000 ,0034207 000 ,197710 220690
160 pg/mL /3299667 0034207 000 318477 341457
88 pg/mL 0 pg/mL -,2541000" .0034207 ,000 -,265590 -.242610
16 pg/mlL -,1690000" 0034207 000 -, 180490 -.157510
40 pg/mlL -. 1398667 0034207 000 -, 151357 - 128377
112 pg/mL ,0693333" .0034207 ,000 057843 080823
160 pg/mL 1501000 0034207 000 178610 201590
112 pg/mL 0 pg/mL -,.3234333" .0034207 ,000 -,334923 -.311943
16 pg/mlL -,2383333" 0034207 000 -,249823 -.226843
40 pg/mL -,2092000" .0034207 ,000 -,220690 -.197710
88 pg/mL -,0693333" 0034207 ,000 -,080823 -.057843
160 pg/mL 1207667 0034207 000 109277 132257
160 pg/mL 0 pg/mL -,4442000" .0034207 ,000 -,455680 - 432710
16 pg/mlL -,.3591000" 0034207 000 -, 370590 -.347610
40 pg/mL -,.3299667" .0034207 .000 -.341457 -.318477
88 pg/mL -.1901000" 0034207 000 -,201590 -.178610
112 pg/mL - 1207667 .0034207 ,000 -, 132257 -.109277

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




Anexo 12. Resultados del programa IBM SPSS 25 en el método ABTS™

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Absorbancia 129 | 18 | ,200° 924 | 18 | 152
*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccién de significacién de Lilliefors

ANOVA
Absorbancia
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,037 5 207 1236,542 ,000
. Dentro de grupos ,002 12 ,000
Comparaciones multiples
Variable dependiente:  Absorbancia
HSD Tukey
n ) Diferencia de Desv. Sig. Intervalo de conflanza
Concentracion Concentracion medias (I-J) Error al 95%
Limite Limite

inferior superior
0 pg/mL 12 pg/mL ,1543000" ,0105730 ,000 .118786 .189814
28 pg/mL 3012667 ,0105730 ,000 L 265753 L336780
44 pg/mlL 4547667 .0105730 000 419253 490280
60 pg/mL ,5648333" .0105730 000 .529320 600347
76 pg/mL 7054667 ,0105730 ,000 669953 , 740980
12 pg/mL 0 pag/mL -,1543000" 0105730 000 -.189814 - 118786
28 pg/mlL 1469667 .0105730 000 (111453 .182480
44 pg/mL 30046677 ,0105730 000 264953 335980
60 pg/mL A4105333" .0105730 000 ,375020 446047
76 wa/mlL 5511667 0105730 .000 .515653 .586680
28 pg/mL 0 pa/mL -, 3012667 0105730 .000 -. 936780 -.265753
12 pg/mL -, 1469667" ,0105730 .000 -,182480 -, 111453
44 pg/mL ,1535000" ,0105730 ,000 117986 ,189014
60 pgfmL 2635667 0105730 .000 228053 299080
76 pgfmL ,4042000" ,0105730 .000 368686 439714
44 pg/mL 0 pg/mL -, 4547667 ,0105730 ,000 -,490280 -.419253
12 pafmL -,3004667" .0105730 .000 -,.335980 -.264953
28 pa/mL -.1535000" 0105730 .000 -.189014 -. 117986
60 pg/mL (1100667 ,0105730 ,000 074553 .145580
76 pg/mL ,2507000" ,0105730 ,000 215186 286214
60 pg/mL 0 pg/mL -.5648333" 0105730 .000 -.600347 -.929320
12 pg/mL -,4105333" ,0105730 .000 -, 446047 -,375020
28 pg/mL -, 2635667 ,0105730 ,000 -,.299080 -,228053
44 pgfmL -, 1100667 .0105730 .000 -.145580 -,074553
76 pafmL 1406333" 0105730 .000 .105120 176147
76 pg/mL 0 pa/mL -, 7054667 0105730 .000 -. 740980 -.669953
12 pafmL -.5511667" .0105730 .000 -.586680 -.515653
28 pgimL -,4042000" .0105730 .000 -.439714 -. 368686
44 pgfmL -,25070007 0105730 .000 -.286214 -.215186
60 pg/mL -,14063337 .0105730 .000 -.176147 -.105120

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




Anexo 13. Resultados del programa IBM SPSS 25 en el método FRAP

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Absorbancia 191 15 | 147 ,888 | 15 | 062

a. Correccién de significacién de Lilliefors

ANOVA
Absorbancia
Suma de cuadrados o] Media cuadratica F Sig.
Entre grupos ,522 4 131 2992,966 ,000
Dentro de grupos 000 | 10 ,000
Total 523 | 14
b
Comparaciones miltiples
Variable dependiente: Absorbancia
HSD Tukey
N (J) Diferencia de Desv. Sig. Intervalo de confianza
Concentracion Concentracion medias (I-J) Error al 95%
Limite Limite
inferior superior
12,5 pg/mL 25,0 yg/mL -,0826667° | ,0053921 | ,000 | -100412 -,064921
50,0 pyg/mL -,2382000° | ,0053921 | ,000 | -,255946 -,220454
75,0 pg/mL -,3902333° | 0053921 | ,000 | -407979 -,372488
100,0 pg/mL -,5029667° | 0053921 | ,000 | -520712 -,485221
25,0 pg/mL 12,5 pg/mL ,0826667° | ,0053921 | ,000 ,064921 ,100412
50,0 ug/mL -,1555333" | 0053921 | ,000 | -173279 -,137788
75,0 pg/mL -,3075667° | ,0053921 | ,000 | -325312 -,289821
100,0 pg/mL -4203000" | ,0053921 | ,000 | -438046 -,402554
50,0 pg/mL 12,5 pg/mlL ,2382000° | ,0053921 | ,000 ,220454 ,255946
25,0 pg/mL ,1565333" | ,0053921 | ,000 ,137788 173279
75,0 pg/mL -,1520333" | ,0053921 | ,000 | -169779 -,134288
100,0 pg/mL -,2647667° | ,0053921 | ,000 | -282512 -,247021
75,0 pg/mL 12,5 pg/mL ,3902333" | ,0053921 | ,000 ,372488 407979
25,0 pg/mL ,3075667° | ,0053921 | ,000 ,289821 ,325312
50,0 pg/mL ,1520333" | ,0053921 | ,000 ,134288 ,169779
100,0 pg/mL -1127333" | ,0053921 | ,000 | -130479 -,094988
100,0 pg/mL 12,5 pg/mL ,5029667" | ,0053921 | ,000 485221 ;520712
25,0 pg/mL ,4203000° | ,0053921 | ,000 ,402554 438046
50,0 pg/mL 2647667 | ,0053921 | ,000 247021 282512
75,0 pg/mL ,1127333" | ,0053921 | ,000 ,094988 ,130479
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.




Anexo 14. Resultados del programa IBM SPSS 25 en la actividad anticolagenasa

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Absorbancia 218 | 15 | 054 887 | 15 | 061

a. Correccién de significacién de Lilliefors

ANOVA
Absorbancia
Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 096 | 4 ,024 | 38493 | ,000
Dentro de grupos ,006 | 10 ,001
Total ,103 | 14
Comparaciones multiples
Variable dependiente: Absorbancia
HSD Tukey
] )] Diferencia de Desv. Sig. Intervalo de confianza
Concentracién Concentracion medias (I-J) Error al 95%
Limite Limite

inferior superior
0 pg/mL 36 pg/mL ,0604667 | ,0204368 | ,084 | -,006793 127726
54 pg/mL ,1306333" | ,0204368 | ,001 ,083374 ,197893
66 pg/mL ,1665000" | ,0204368 | ,000 ,099241 ,233759
90 pg/mL ,2294000" | ,0204368 | ,000 ,162141 ,296659
36 pg/mL 0 pg/mL -,0604667 | 0204368 | 084 | -127726 ,006793
54 pg/mL 0701667° | ,0204368 | ,040 ,002907 137426
66 pg/mL ,1060333" | ,0204368 | ,003 ,038774 173293
90 pg/mL ,1689333" | 0204368 | ,000 ,101674 ,236193
54 pg/mL 0 pg/mL -,1306333" | ,0204368 | ,001 - 197893 | -,0863374
32 pg/mL -0701667° | ,0204368 | 040 | -137426 | -002907
66 pg/imL ,0358667 | ,0204368 | 447 | -,031393 ,103126
90 pg/mL ,0987667" | ,0204368 | ,005 ,031507 ,166026
66 pg/mL 0 pg/mL -,1665000" | ,0204368 | ,000 | -233759 | -099241
36 pg/mL -,1080333° | ,0204368 | 003 | -173293 | -038774
54 pg/imL -,0358667 | ,0204368 | 447 | -103126 ,031393
90 pg/mL ,0629000 | ,0204368 | ,070 | -,004359 ,130159
90 pg/mL 0 pg/imL -,2294000° | ,0204368 | ,000 | -296659 | -162141
36 pg/mL -,1689333° | ,0204368 | 000 | -236193 | -101674
54 pg/imL -,0987667° | ,0204368 | 005 | -166026 | -031507
66 pg/mL -,0629000 | ,0204368 | ,070 | -130159 ,004359

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Anexo 15. Resultados del programa IBM SPSS 25 en la actividad antielastasa

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig. Estadistico gl Sig.
Absorbancia ,221 18 ,020 ,806 18 ,002

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Estadisticos de prueba®®

Absorbancia

H de Kruskal-Wallis 10,510
gl 4
Sig. asintodtica ,033

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacién: Concentracion
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Anexo 16. Fotografias de los Equipos utilizados

Figura 25. Espectrofotdmetro UV-VIS. Marca: Thermo Scientific.
Modelo: GENESYS 10S UV-Vis

Figura 27. Vértex. Marca: SCILOGEX. Modelo: MX-S
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Figura 29. Balanza Analitica. Marca: A&D Company, Limited. Modelo: HR-250AZ
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Anexo 17. Fotografias de Reactivos, Desarrollo de Metodologias y
Resultados

Figura 31. Desarrollo de ensayos
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Figura 32. Reactivos DPPH. y ABTS

Figura 33. Estandar de Quercetina y Trolox®

95



$1225 5006
Sodium Carbonate
{Carbonato de Sodio]

Figura 34. Reactivo Folin & Ciocalteu y Carbonato de sodio anhidro

Figura 35. Homogenizacion en Vortex y Centrifuga
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Figura 37. Resultados de Método Folin-Ciocalteu en extracto de
“‘Rima Rima”
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Figura 38. Método de formacion de complejo con tricloruro de aluminio
del estandar de quercetina
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Figura 39. Método de formacién de complejo con tricloruro de
aluminio en “Rima Rima”
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Figura 41. Resultados de Metodologia ABTS en “Rima Rima”
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Figura 43. Resultados de Metodologia FRAP en “Rima Rima”
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Figura 45. Reactivos de actividad anticolagenasa. Buffer Tris Glycine,
sustrato y enzima
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Figura 47. Preparacion de reactivos de actividad antielastasa
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