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RESUMEN

La investigacidén tuvo como objetivo evaluar la capacidad antioxidante, polifenoles y
efecto citotoxico en lineas celulares del extracto hidroalcoholico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”. La especie
vegetal se sometid a un analisis fitoquimico, métodos de captacion del radical acido
2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS®"), captacion del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"), Folin-Ciocalteau y ensayo de citotoxicidad que usa el
colorante Sulforodamina B (SRB) como marcador ante diversas lineas celulares. El
extracto hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro” presenta como metabolitos secundarios: flavonoides, compuestos
fenolicos, taninos, saponinas, antronas, antranonas, naftoquinonas, triterpenoides y
esteroides. Por el método de captacion del radical ABTS®" y el método de captacion del
radical DPPH®, se obtuvo la capacidad inhibitoria media (IC50) de 26.966 pg/mL y
36.425 pg/mL expresado en peso seco del extracto hidroalcoholico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” mostrando
actividad antioxidante siendo comparada con estudios analogos, mientras que el
estandar de referencia Trolox® presentd un IC50 de 3.008 pg/mL y 2.513 pg/mL,
respectivamente. El contenido de polifenoles totales determinado por el método de
Folin-Ciocalteau fue de 5.330 mg 4acido galico/g de extracto en muestra seca. No
presentd efecto citotoxico selectivo en las concentraciones probadas empleando el
método SRB usando lineas celulares no tumorales y tumorales: 3T3 (embrion de Mus
musculus: fibroblastos normales), H460 (Homo sapiens: carcinoma de pulmén de
células no pequenas), HuTu 80 (Homo sapiens: carcinoma de duodeno), DU 145 (Homo
sapiens: carcinoma de prostata), MCF7 (Homo sapiens: adenocarcinoma de mama),
M14 (Homo sapiens: melanoma amelanotico) y HT-29 (Homo sapiens: adenocarcinoma

de colon).

Palabras clave: Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari

negro”, extracto hidroalcohdlico, linea celular, antioxidante, citotoxicidad.



ABSTRACT

The research aimed to evaluate the antioxidant capacity, polyphenols and cytotoxic
effect in cell lines of the hydroalcoholic extract of the bark of Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos "black tahuari". The plant species was subjected to a
phytochemical analysis, radical scavenging assay using 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical (ABTS®"), and the radical scavenging
assay using 2,2-diphenyl-1-picrilhidrazil (DPPH®), Folin-Ciocalteau and cytotoxicity
assay using Sulforhodamine B (SRB) dye as a marker against various cell lines. The
hydroalcoholic extract of Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos "black
tahuari" has as secondary metabolites: flavonoids, phenolic compounds, tannins,
saponins, anthrones, anthranones, naphthoquinones, triterpenoids and steroids.

The results obtained using the ABTS®" and DPPH" radical scavenging assay for the 50%
inhibitory concentration (IC50) were 26.966 pg/mL and 36.425 pg/mL expressed in dry
weight of the hydroalcoholic extract of the bark of Handroanthus obscurus (Bureau &
K. Schum.) Mattos “black tahuari” show antioxidant activity being compared with
similar studies, while the Trolox® reference standard presented an IC50 of 3.008 pg/mL
and 2.513 pg/mL, respectively. The total polyphenol content, determined by the Folin-
Ciocalteau, method was 5.330 mg gallic acid/g of dry sample extract. There was no
selective cytotoxic effect at the concentrations tested using the SRB method working
with non-tumor and tumor cell lines: 3T3 (Mus musculus embryo: normal fibroblasts),
H460 (Homo sapiens: lung cell carcinoma not small), HuTu 80 (Homo sapiens:
duodenal carcinoma), DU 145 (Homo sapiens: prostate carcinoma), MCF7 (Homo
sapiens: breast adenocarcinoma), M14 (Homo sapiens: amelanotic melanoma) and HT-

29 (Homo sapiens: colon adenocarcinoma).

Key words: Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos "tahuari black",

hydroalcoholic extract, cell line, antioxidant, cytotoxicity.
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RESUMO

A pesquisa teve como objetivo avaliar a capacidade antioxidante, os polifendis e o
efeito citotoxico em linhagens celulares do extrato hidroalcoolico da casca de
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos "tahuari preto". A espécie
vegetal foi submetida a uma analise fitoquimica, métodos de captura do radical acido
2,2'-azinobis (3- etilbenzotiazolin) -6-sulfonico (ABTS®"), captura do radical 22-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®), Folin-Ciocalteau e ensaio de citotoxicidade usando o
corante Sulforodamina B (SRB) como marcador contra varias linhas celulares. O extrato
hidroalcoodlico de Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos "tahuari preto"
apresenta metabolitos secundarios: flavonoides, compostos fenodlicos, taninos,
saponinas, antronas, antranonas, naftoquinonas, triterpendides e esterdides. Pelo ensaio
de captura de radicais libres ABTS"" e pelo ensaio de captura de radicais libres DPPH";
a capacidade inibitéria média (IC50) foi de 26.966 pg/mL e 36.425 pg/mL expressa em
peso seco do extrato hidroalcoolico da casca do Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari preto” mostrando atividade antioxidante comparada com
estudos semelhantes, enquanto o padrao de referéncia Trolox® apresentou um IC50 de
3.008 pg/mL e 2.513 ug/mL, respectivamente. O conteido total de polifenois
determinado pelo método de Folin-Ciocalteau foi de 5.330 mg de acido galico/g de
extrato seco da amostra. Nao houve efeito citotoxico seletivo nas concentragoes testadas
pelo método SRB usando linhas celulares ndo tumorais e tumorais: 3T3 (embrido Mus
musculus: fibroblastos normais), H460 (Homo sapiens: carcinoma de células
pulmonares ndo pequeno), HuTu 80 (Homo sapiens: carcinoma duodenal), DU 145
(Homo sapiens: carcinoma da prostata), MCF7 (Homo sapiens: adenocarcinoma da
mama), M14 (Homo sapiens: melanoma amelanotico) e HT-29 (Homo sapiens:

adenocarcinoma do co6lon).

Palavras-Chave: Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum) Mattos "tahuari

negro" extrato hidroalcoolico, linha celular, antioxidante, citotoxicidade.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Situacion problematica
“La flora peruana es una fuente invaluable de plantas medicinales, un gran
numero de productos vegetales nativos andinos y amazonicos son usados como

medicina tradicional en Pert, con el fin de tratar diferentes enfermedades (1);

(2-6)

muchos de éstos efectos ya estdn siendo comprobados por la ciencia en

estos estudios se incluyen a especies de la familia Bignoniaceae ") y del género

Handroanthus” ¢19.

“Los estudios de plantas con potencial anticanceroso son cada vez mas
11, 12 - .

numerosos '"'?, debido a que estos vegetales poseen un potencial excelente de

estructuras que sirven como base para agentes terapéuticos para el tratamiento de

4 (1319

dicha enfermeda , como es el caso de la quimioterapia !'?; debido a ello

existe una cantidad de agentes promisorios que se encuentran en desarrollo

roe ro. 1 ’ .
clinico y preclinico '”; ademas muchos derivados de las plantas son usadas para

(18)

el tratamiento del cancer Entre éste grupo de plantas promisorias se

encuentran las de la familia Bignoniaceae; sin embargo, aun queda un numero

” (10)’ como el Handroanthus

importante de especies por investigar a fondo
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”; por lo antes
mencionado se investiga el extracto etanolico de la corteza de esta planta con la
finalidad de ampliar el conocimiento para fundamentar el uso tradicional de la
especie; esta informacion sera de interés para los usuarios, los empresarios y en
el futuro crear propuestas naturales para prevenir, mantener y restaurar la salud.
No se tiene un registro a nivel nacional de la cantidad arboles de Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” que son talados con
fines madereros, y la informacion encontrada de ésta planta es escasa si se
compara con otras especies emergentes de uso tradicional; es posible que

validando su uso medicinal, la especie revalorice su potencial economico y sea

considerado tanto en censos nacionales como en futuras investigaciones.



1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general
(El extracto hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari negro” tendra capacidad antioxidante,

polifenoles y efecto citotoxico en lineas celulares?

1.2.2. Problemas especificos
(1) (Qué tipos de metabolitos estaran presentes en el extracto
hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus (Bureau & K.

Schum.) Mattos “tahuari negro”?

(2) (El extracto hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus (Bureau
& K. Schum.) Mattos “tahuari negro” tendrd capacidad
antioxidante mediante el método de captacion del radical acido
2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-Sulfénico (ABTS*") y el
método de captacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

(DPPH")?

(3) (El extracto hidroalcoholico de Handroanthus obscurus (Bureau
& K. Schum.) Mattos “tahuari negro” tendrd presencia de

polifenoles mediante el método de Folin-Ciocalteu?

(4) (El extracto hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus (Bureau
& K. Schum.) Mattos “tahuari negro” tendrd efecto citotoxico
selectivo en lineas celulares tumorales y no tumorales empleando

el método de la Sulforodamina B (SRB)?

1.3. Justificacion teorica
El cancer se encuentra entre las causas mas comunes de muerte en el mundo,
siendo el cancer de prostata la causa que lidera la incidencia de cancer para
hombres, y cancer de mama para mujeres "*. Uno de los sellos distintivos del

, . » 2 S 21
cancer son las alteraciones genéticas *” y epigenéticas V.



Las lineas celulares tumorales han servido como modelos que permiten

22 en el estudio

incrementar nuestro conocimiento de las respuestas terapéuticas
del cancer. Para el cancer de prostata, el modelo in vitro mas comin que se tiene
es el cultivo celular ®, y en el cancer de mama, las lineas celulares se han
venido usando en investigacion, y de ellas la mas estudiada es la MCF7, aislada

en 1970 @Y,

Los estudios preclinicos permiten encontrar relaciones entre la actividad

25 asi como

citotoxica y estructuras quimicas de plantas medicinales
informacion relevante que permite desarrollar estudios clinicos !, lo antes
mencionado es debido a que las plantas poseen un potencial excelente de
estructuras que sirven como base para agentes terapéuticos para el tratamiento

del cancer *'¥; es por ello que actualmente agentes derivados de las plantas son

usadas para el tratamiento del cancer a8,

“Existen cuantiosas investigaciones realizadas en los ultimos afios en plantas de
la familia Bignoniaceae, de modo particular en el género Tabebuia, debido a la
diversidad de plantas que éste género alberga, ello suscitd controversias con
relacion a la nomenclatura y existieron errores en su clasificacion taxondmica; es
en épocas recientes que se divide el género en tres, siendo uno de ellos el

Handroanthus” 1.

“La especie estudiada es el Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.)
Mattos y las referencias etnobotanicas de su uso datan de fechas anteriores a la
particion del género o se encuentran con su nombre comun, lo que dificulta
encontrar informacion confiable; ademas, se observa que existe poca
informacion en relacion a la especie y debido a los antecedentes y multiples
hallazgos en relaciéon a otras especies del mismo género, el Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos, se presenta como un arbol con un gran

potencial para investigar” !°.

Sin embargo ain queda un numero importante de especies por investigar, se
justifica esta investigacion porque en principio no existen a la fecha trabajos

cientificos referentes a la capacidad antioxidante, polifenoles y efecto citotoéxico



en lineas celulares del extracto hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”; siendo una especie existente en

nuestra Amazonia.

1.4. Justificacion practica
La presente investigacion permitira generar conocimiento para fundamentar el
uso tradicional de Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro”; esta informacién tendra relevancia para los proveedores de
salud, usuarios, investigadores, empresarios y para la toma de decisiones
politicas. También se plantea fundamentar el registro de conocimientos
colectivos a comunidades campesinas y nativas del Perti de Indecopi. En el
futuro se podra prevenir, mantener y restaurar la salud con propuestas naturales,

sintéticas o semisintéticas que deriven de la presente investigacion.

Actualmente la informacion, desde el punto de vista comercial y madereable, del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”, es
practicamente nula en nuestro pais, por ello al realizar ésta investigacion se hara
visible la especie, dando como resultado la generacion de mayor conocimiento,
la proyeccion de futuras investigaciones y una potencial revalorizacion

econdmica.

1.5. Objetivos de la investigacion
1.5.1. Objetivo general
Identificar los metabolitos secundarios y evaluar la capacidad
antioxidante, polifenoles y efecto citotoxico en lineas celulares del
extracto hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus (Bureau & K.

Schum.) Mattos “tahuari negro”.

1.5.2. Objetivos especificos
(1) Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus (Bureau & K.

Schum.) Mattos “tahuari negro”.



(2) Determinar la capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico
de Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro” mediante el método de captacion del radical acido
2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-Sulfénico (ABTS®) y el
método de captacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

(DPPH").

(3) Determinar la presencia de polifenoles en el extracto
hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari negro” mediante el método de Folin-

Ciocalteu.

(4) Determinar el efecto citotoxico selectivo en lineas celulares
tumorales y no tumorales del extracto hidroalcoholico de
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari

negro” empleando el método de la Sulforodamina B (SRB).

1.6. Pruebas de Hipotesis

1.6.1. Hipotesis general

El extracto hidroalcohdlico de Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari negro” posee capacidad antioxidante,

polifenoles y efecto citotoxico en lineas celulares.

1.6.2. Hipotesis especificas

(1) Es posible identificar las familias de metabolitos secundarios del
extracto hidroalcoholico de Handroanthus obscurus (Bureau & K.

Schum.) Mattos “tahuari negro”.

(2) El extracto hidroalcoholico de Handroanthus obscurus (Bureau &
K. Schum.) Mattos “tahuari negro” posee actividad antioxidante

detectable mediante el método de captacion del radical acido 2,2°-



azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-Sulfonico (ABTS*") y el método
de captacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®).

(3) El extracto hidroalcoholico de Handroanthus obscurus (Bureau &
K. Schum.) Mattos “tahuari negro” presenta polifenoles

detectables mediante el método de Folin-Ciocalteu?

(4) El extracto hidroalcoholico de Handroanthus obscurus (Bureau &
K. Schum.) Mattos “tahuari negro” posee efecto citotoxico
selectivo en lineas celulares tumorales y no tumorales empleando

el método de la Sulforodamina B (SRB).



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del problema
Gunjan, et al, (2017), realizaron una revision rol de la medicina herbal en el
tratamiento del cancer, concluyendo que las drogas farmacologicas usadas
actualmente son altamente toxicas y también afectan a las células normales. Por lo
tanto, es hora de concentrarse en la fabricacion de drogas nuevas que actuaran de

modo preferente en las células cancerosas, dejando a las células normales sin dafio
an

Investigaciones del género Handroanthus

A continuacion se presentan investigaciones del género Handroanthus, debido a
que la especie en estudio corresponde a ésta familia y existe relacion
quimiotaxondmica o quimiosistemdtica entre las especies de la misma familia;
asimismo “los datos quimicos han sido una herramienta 0til para comprender las

25(26)

relaciones filogenéticas de las plantas™ ™, informacion que fue relevante para la

division del género Tabebuia.

Costa Bieski, et al, (2015), realizaron un estudio etnobotanico del uso de plantas
medicinales por la poblaciéon del valle de la Region de Juruena, Amazonia, Mato
Grosso, Brasil; en ése estudio se encontrd que el Handroanthus impetiginosus
(Mart. ex DC.) Mattos, cuyo nombre comuin es Ipé-roxo se usa para heridas de
modo topico, cancer, depurativo de la sangre, malaria, para problemas del
estomago, sangrado vaginal, infeccion en los ovarios, problemas uterinos, como

et e, . .. ., .. . ., . . (27
antibidtico, reumatismo, osteoporosis, infeccion de vejiga e infeccion urinaria 7.

Almeida da Silva, (2019), realiz6 una investigacion de plantas medicinales
conocidas por los pobladores del distrito de Riozinho, Brasil, encontrd que tanto las
hojas como la corteza del Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos

., . . . 28
como decoccion es usado para el tratamiento de las infecciones @8



Mazumder, et al, (2018), realizaron una revision de las estructuras de compuestos
naturales, en el mismo indican que la diversidad de los compuestos naturales son
esenciales para su mecanismo de accion. La fuente, estructuras, la relacion
estructura-actividad de los compuestos naturales contribuyeron al desarrollo de

. . 1. ~ 16
nuevas clases de agentes de quimioterapia durante los ultimos cuarenta afios ae,

AKkash, et al, (2017), realizaron una revision sistematica de uso etnomédico de
plantas anticancerigenas y mencionan que las flores y la corteza del arbol de
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos en decoccion y tintura es usada
para los tumores y la leucemia. Se concluye que existe la necesidad de investigar
(in vitro e in vivo) plantas con potencial anticanceroso, asi como otras especies
bidticas para encontrar moléculas diferentes con nuevos mecanismos de accion que

actien contra el cancer ®.

Kung, et al, (2014), concluye — entre otros — que el B-lapachona, compuesto del
Handroanthus impetiginosus, (Mart. ex DC) Mattos, es estudiado por su actividad

antitumoral promisoria y la toxicidad de éste compuesto hacia las células normales

atn no es claro .

Grose, et al, (2007), indican que estudios moleculares mostraron que el género
Tabebuia necesitd una revision taxondmica, la misma que llevo a una division del
género: Tabebuia y Handroanthus, el Gltimo es caracterizado por tener madera

extremadamente densa conteniendo cantidades copiosas de lapachol .

Da Silva, et al, (2018), realizaron una investigacion del extracto hidroalcoholico de
corteza de la Tabebuia chrysotricha, es un sinonimo del Handroanthus

chrysotrichus — se revisd dos paginas web especializadas “El Listado de Plantas”

(30) 9 (31)

, y “Tropicos , encontrando en ésta tltima una diferencia por lo que se reviso

29

la propuesta original de Grose por ello se plantean como sinénimos - y se

encontré que su IC50 fue de 51 pg.mL-1 en relacion al ensayo del ABTS®" ©2.

Mucha L, (2014) realiz6 una investigacion de la corteza del arbol Lapacho o

. . . . .. 29.
Tabebuia avellanedae, ¢l mismo es sinénimo del Handroanthus impetiginosus *°

30 que es una muestra obtenida de Brasil y adquirida de modo comercial. La



preparacion de la muestra de extraccion acuosa consistio en una (01) cucharada de
materia prima (0.6864 g), se hirvio durante 5 minutos en 0.5 1 de agua,
se pesd la misma cantidad y se mezclé con 50 ml de metanol, se realizo la
lixiviacion durante 24 horas, y posteriormente se filtrd. Se realizaron pruebas de
capacidad antioxidante usando el método del DPPH® obteniendo 42.74 + 0.38 y
48.88 + 0.07 Equivalente de acido ascorbico g/ kg de muestra seca (AAE/kg +
S.D.) obtenida por lixiviaciéon en agua y metanol. Esto también sugiere que no
contiene cantidades significativas de antioxidantes extraidos en solventes no
polares. También se realizd el contenido total de sustancias polifenolicas,
empleando el método de Folin Ciocaleu, los resultados fueron 14.49 + 1.65y 58.47
+ 6.94 Equivalente de Acido Galico en g / kg (GEA/kg £ S.D.) de material secado a

partir de la lixiviacion en agua y metanol ),

Gomes, (2010), realiz6 una investigacion de diversas plantas del Noreste de Brasil
(Y entre ellos midid la capacidad antioxidante del Handroanthus impetiginosus
(Mart. ex DC.) Mattos de Caatinga — Brasil usando hojas deshidratadas a
temperatura ambiente las que pasaron por maceracion metandlica en frio,
posteriormente se filtra y se elimina el solvente por presion, los resultados
obtenidos usando el método del DPPH® fue 173.17 £16.56 Capacidad Inhibitoria
media (IC50 en pg/mL), también realizaron la capacidad antiproliferativa en lineas

celulares el cancer de laringe (HEp-2) y el cancer de pulmoén (NCI-H292) usando el
método de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

De Sao Pedro, (2014), investigo la Tabebuia impetiginosa Martius ex DC, que es
sinénimo del nombre aceptado Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos
@931 ¢] objetivo del trabajo fue validar el uso tradicional de esta planta a través de
la determinacion de la bioactividad de la corteza interna de diversas muestras, una
de ellas fue obtenida comercialmente de una herboristeria; se realizo una infusion y
un extracto metanolico; extracto se obtuvo mediante maceraciéon A 25 °C con
metanol y agitacion, posteriormente se filtra y el contenido se seca mediante un
rotavapor a 40 °C. Se determind la capacidad antioxidante con el método del 2,2-

difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) y el resultado se expreso en Capacidad Inhibitoria
media (IC50) fue de 16.68 + 0.58 y 0.68 + 0.03 mg/mL para la infusion y el
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extracto metandlico respectivamente. Asi mismo se determind la actividad
mediante lineas celulares de carcinoma de mama (MCF7), carcinoma de pulmén
(NCI-H460), carcinoma cervical (HeLa), carcinoma hepatocelular (HepG2), higado
de cerdo (PLP2); el extracto metandlico demostrd efecto inhibitorio sobre las lineas
celulares tumorales humanas, mientras la infusion (asi como otras presentaciones
estudiadas como el comprimido y jarabe) no presentaron efecto en las lineas

celulares usadas ©°.

Kim & You, (2014), realizaron una investigaciéon con la corteza interna de la
Tabebuia avellanedae Lor. ex Griseb, que es sinonimo del nombre aceptado
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos ®~", la misma fue obtenida
comercialmente de Brasil; el extracto acuoso se obtuvo por reflujo, posteriormente
se filtra y se concentra a través de un rotavapor y finalmente se liofiliza. El extracto
etanodlico se obtuvo con etanol al 80% en caliente, posteriormente se filtra, se
concentra mediante un rotavapor y se liofiliza. El contenido total de polifenoles del
extracto acuoso y etandlico fue 93.3 £ 1.6 mg y 115.7 = 1.5 equivalente de acido
galico/g, respectivamente. La actividad de captacion de radicales DPPH® del
extracto acuoso y etanolico para la concentracion de 60 pg/ml fue de 32.8 £ 0.6% y
44.1 £ 0.8% respectivamente. Mientras que los resultados para la actividad de
captacion de radicales ABTS®" del extracto acuoso y etandlico para la

concentracion de 30 ug/ml fue de 51.8 £2.6% y 64.3 £+ 0.8% respectivamente 36),

Cabe resaltar que los estudios en la especie, objeto de estudio de la presente

investigacion, Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos son muy

. . . . , -39
escasos, estudian la diversidad estructural en ciudades de Pera ¢’

(40) 41, 42)

, revegetacion

. . . 43-4
, estudios en bosques de Colombia ( , la Amazonia peruana (43-46) 14
Amazonia brasilefia “” y en la composicién del “varillal” **>%_ A continuacion se

indican las investigaciones de relevancia de la especie de interés.

Ramirez Arana & Villanueva Mendoza, (2013), en su tesis de pregrado
estudiaron el “efecto hipoglicemiante del extracto acuoso liofilizado de Tabebuia
obscura, sobre la hiperglicemia inducida en ratas albinas machos de la cepa de

Holtzmann” ©V. La parte utilizada de la planta fue la corteza total, y la induccion de
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la hiperglicemia se realizd con aloxano. Los resultados mostraron que el grupo

experimental disminuy6 los niveles de glicemia ©V.

En el Seguro Social del Peru — EsSalud, (2013), realizaron una investigacion con
extracto etandlico de Tabebuia obscura, cuyo nombre comun es tahuari negro, asi
como otra especie vegetal; con la finalidad de determinar el efecto que tienen sobre
los niveles de glicemia en ratas cepa Holtzmann en diabetes inducida con aloxano;
el estudio concluye que “el extracto de Tabebuia obscura a la dosis de 100 mg/kg

tiene buen efecto hipoglicemiante equiparable a la glibenclamida” (52),

Aranda Ventura, Villacrés, & Mego, (2016), determinaron el “efecto del extracto
acuoso liofilizado de Tabebuia obscura (Bureau & Schumann) Sandwith (tahuari

oscuro)” (53)

, la parte usada de la planta fue la corteza total y las unidades
experimentales fueron ratas Holtzman a las cuales se les indujo diabetes con
aloxano “se concluye que el extracto acuoso liofilizado de Tabebuia obscura en
dosis de 100 mg/kg tiene un efecto hipoglicemiante similar a la glibeclamida a 10

mg/kg en ratas Holtzman macho con diabetes experimental inducida por aloxano”
(53

Grandez, et al, (2018), estudiaron la actividad inmunoestimulante del extracto
acuoso liofilizado de Tabebuia obscura (tahuari negro) en ratas Hotlzman
concluyendo que presentd buena estimulacion del sistema inmune, segun el ensayo

del reticulo endotelial de Delaveau, especialmente a la dosis de 116 mg/kg en

comparacion a la dosis de 230 mg/kg ©?.

Chavez & Ramos, (2019), publicaron una revision bibliografica del Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos a0,

2.2. Bases tedricas

2.2.1.  Aspectos botanicos

(1) Clasificacion botanica

(55) (29)

El afio 2007 se propone que el género Tabebuia >’ es polifilético

y se plantea la division a Handroanthus Mattos, Tabebuia Gomes y

Roseodendron Miranda, posteriormente la filogenia molecular (56, 57).

(26)

- ] 58 e,
metabolémica ' y la anatomia de la madera ©® confirman la division
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del género. Curiosamente en 1970 ya existia una propuesta de la

., . 59 . o (60
creacion del género Handroanthus ©, pero encontré oposicion ©*

(61)

por parte de un estudioso del género Tabebuia considerandolo un

sinénimo®?,

El escenario planteado en el parrafo prescendente promovié conflictos
r . 62 . o« oy g ,

taxondmicos ” que se reflejan en la revision bibliografica, por ello la

informacion del género Handroanthus spp (de reciente separacion)

historicamente se encuentra dentro del género Tabebuia spp.

(63)

El Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos es el

(30, 64)

nombre aceptado, los sinonimos de la especie nos dan una idea

(10)

de la evolucion de la clasificacion “ 7, y son: Tabebuia obscura

(Bureau & K. Schum.) Sandwith; Tabebuia obscura var. schultesiana
(Sandwith) Sandwith; Tabebuia subtilis var. schultesiana Sandwith;

Tecoma obscura Bureau & K. Schum; y Tecoma obscura Bureau &

(65)

Schumann . La actual clasificaciéon taxondémica de la especie

estudiada es @V:

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.

Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Lamiales Bromhead

Familia: Bignoniaceae Juss.

Género: Handroanthus Mattos

Especie: Handroanthus obscurus (Bureau & K.

Schum.) Mattos

El Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari
negro” es conocido con los siguientes nombres comunes o vulgares:
dark handroanthus ¥ (inglés); handroanthus foncé ¥ (francés); pao-

d’arco ® %9, pau d’arco branco, pau d’arco sapucaia 7 ipé (6%)
(portugués); palo de arco, purma tahuari®”, tahuari “**”, trueno caspi

79 tahuari negro (51-53) (espaniol).
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(2) Descripcion morfologica
En Chavez & Ramos ' se indica que son “arboles hasta 18 m, ramas
subcuadrangulares, tomentosas cuando jovenes. Foliolos 5, elipticos,
4.5-15.,5 x 2.6-8.1 cm, dapice acuminado, brevi acuminado o
subredondeado, base obtusa, redondeada o subcordada, tricomas
estrellados dispersos en ambas caras y tomentoso en la vena media,
envés lepidoto disperso con glandulas cerca de la vena media,
peciolos 9-14 cm acanalado en el dorso hacia el extremo distal .
posee flores amarillas >, caliz indumento pubescente(s) ?. Hojas:
foliolo(s) indumento pubescente(s); foliolo(s) margen(es) entera; tipo
4 hasta 7 foliar(es). Flor: caliz indumento pubescente(s); color
amarilla. Clave Dicotomica de Handroanthus obscurus - Clave I:
Hojas Compuestas y opuestas, Caliz 8-14 mm de largo, corola 5.8-6.3

cm de largo 73

(3) Distribucion geografica

(64, 65, 74-76)

Se reporta su crecimiento en Sudamérica , en paises

amazonicos como Brasil, Colombia, Venezuela, Guyana Francesa y

a7

Peru. La elevacion es de 100 — 250 m *'”, mientras en Peru se han

reportado en el bosque humedo de colina baja y lomada (varillar), que

representa mas del 20% de la superficie nacional “* ™,

(4) Informacion quimica del género Tabebuia y Handroanthus
“El perfil quimico de la familia Bignoniaceae se caracteriza por la
presencia de terpenoides, quinonas, derivados aromaticos especiales y
flavonoides; siendo los iridoides marcadores taxondmicos para la

familia” (%7

“Antes de la division del género Tabebuia se consideraba que éstas

(80) 82).

tenian 9,10-antraquinonas , asi como lapachol (L. 82). actuales
estudios de metabolomica demostraron que las especies de Tabebuia y
Handroanthus presentaron diferentes capacidades de almacenamiento

de metabolitos secundarios; por un lado, el género Tabebuia revelo
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niveles mas altos de iridoides glicosilados esterificados con una
fraccion fenilpropanoide, como la specioside, verminoside y
minecoside: mientras que Handroanthus acumul6 iridoides vinculados

a un fenol simple, lignanos y derivados de verbasosido” %29

(5) Informacion etnobotanica y otros del género Tabebuia y
Handroanthus
“La corteza del Handroanthus spp. ha sido utilizada desde antafio, de
modo interno, para la disenteria, fiebre, malaria, dolor de garganta,
heridas, carcinoma, Uulceras estomacales, anemia, desordenes
degenerativos y como un depurador y antirreumatico; por otro lado, de
modo topico para enfermedades de la piel, infecciones de hongos y
cancer de piel ®, entre otros ®¥. Por los miltiples usos etnobotanicos
de la corteza de la Tabebuia spp. los extractores incrementaban el

, , 10, 85
volumen mezclandolo con cortezas de otros arboles” (%39,

“Entre los usos probados esta el aumentar la inmunidad, por sus
propiedades como agente antimicrobiano, antiparasitario, depurativo
®3) y antitumoral ®” 9 De ellos uno de los mas estudiados es el
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos; éste se usa
ampliamente, especialmente en América del Sur, y con frecuencia en
forma de té de hierbas, para una variedad de afecciones, incluidas
infecciones (bacterianas, flngicas, protozoarias y virales), para
trastornos digestivos y como agente antiinflamatorio. Se aplica
externamente para las ulceraciones y foranculos de la piel, el eccema
y la psoriasis, e incluso el cancer de piel. Tiene fama de fortalecer el
sistema inmune y su uso es popular en la medicina herbal para tratar
todas las formas de cancer. La FDA ha registrado el medicamento
para aliviar las condiciones y los sintomas del cancer como un

suplemento dietético ®* %7,

“Las especies de Handroanthus se caracterizan por tener madera con

copiosas cantidades de lapachol *”, una molécula patentado por

Pfizer® como agente anticancerigeno” /% *).
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(

“Los arboles de la familia Bignoniaceae ® y los géneros Tabebuia

(90-92) %93)

y Handroanthus son bien conocidos por su uso en la

industria maderera. Los tallos tienen uso en construccion civil ¢”, es

necesario tener en cuenta que no es una especie de primera eleccion

1 94)

para la extraccion comercial ©, pero debido al uso de éstos arboles se

plantea reforestarlos, por ello se hacen investigaciones en propagacion

vegetativa” (10,95-98)

“Las especies del género Handroanthus Mattos comprende

principalmente las especies de flores amarillas con una indumentaria

@9 por ello son apreciadas

55(10, 99)

de pelos cubriendo las hojas y el caliz.

como ornamentales por sus flores vistosas, de colores vivos

(6) Informacion etnobotanica y otros del Handroanthus obscurus
Corteza: El algodon y lana se tifien de amarillo con el extracto acuoso

de la madera, esto se reporta para los géneros Tabebuia (que

posteriormente se divide en Handroanthus y otros) y Tecoma .

“La etnia Bora del Peri usa la corteza de la planta como

(69. 84. 10D Qe cree que la corteza de la planta tiene

(64)s5> (10)

antirreumatico

propiedades antirreumaticas y se usa por sus propiedades

. ; 54
antlcancerlgenas( ).

(102)

Flores: “Gentry reporta el uso en hemorragias; en la parte central

y este de Colombia, las mujeres de la tribu taiwaanos agregan flores

amarillas secas a sus comidas como remedio para la menstruacion

irregular (69.89). asimismo, las flores secas en la comida actGian contra

(64, 103)

la dismenorrea . Los pescadores de la Amazonia tienen un

importante conocimiento etnobotanico y etnoecoldgico relacionado
con las actividades de pesca y plantas; por ejemplo, los desana de Alto

Rio Negro —Brasil, usan las flores de Handroanthus obscurus (Bureau

» (10)

& K. Schum.) Mattos como comida para los peces , esto ultimo

fue referido por diversos autores %%,
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64 10,93
Otros usos: “ornamental *Y, madera” %%,

(7) Cancer
La definicion de cancer es “crecimiento anormal y nuevo de tejido.
Las neoplasias malignas muestran un mayor grado de anaplasia y
tienen la propiedad de invasion y metéstasis, comparados con las

neoplasias benignas” aon,

Douglas & Robert plantean que existen alteraciones esenciales en la
fisiologia celular que dictan colectivamente el crecimiento maligno:
autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, insensibilidad a las
sefiales inhibidoras del crecimiento (anti crecimiento), evasion de
muerte celular (apoptosis), potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida e invasion tisular y metastasis. Cada uno de
estos cambios fisioldgicos (nuevas capacidades adquiridas durante el
desarrollo del tumor) representa el éxito de la violacion de un
mecanismo de defensa contra el cancer conectado a las células y
tejidos %%,

El céncer es un problema de salud a nivel mundial. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) indica que actualmente las dos terceras
partes de los casos que ocurren a nivel mundial se da en los paises en
vias de desarrollo y presenta diversos factores desencadenantes %%
Segin datos del Instituto Nacional de Enfermedades neoplésicas
(INEN) el cancer de mama resulté ser el mas frecuente en el periodo
2010-2012, el segundo lugar en frecuencia fue para el cancer de

prostata (1o,

“Las politicas sanitarias abordan el problema del cancer desde la
prevencion y deteccion precoz de casos de cancer en personas con
factores de riesgo. La mayor parte de las neoplasias en el Pert estan
asociadas a habitos de vida poco saludables como el consumo
excesivo de tabaco y alcohol, consumo exagerado de grasas y poco

consumo de vegetales. Asimismo, estan asociadas a agentes
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infecciosos como el virus del papiloma humano (VPH) y el
Helicobacter pylori. Las principales neoplasias en adultos, a nivel
nacional, estan localizadas en el cérvix, estbmago, mama, piel y

prostata” {a

“Los tratamientos actuales para el cancer se basan principalmente en
la cirugia, la radiacion y la quimioterapia” '%; la seleccién de uno de
ellos o su combinacion depende del desarrollo en que se encuentre el
tumor. Con respecto a la quimioterapia, existe una gama de
medicamentos aprobados por la Federal Drug Administration (FDA)

(112) " con “la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral y/o provocar

s> (108)

la muerte celular , €l constante problema que se encuentra es que

no tienen una selectividad de células tumorales y no tumorales, lo que
implica reacciones adversas y efectos secundarios graves a), por lo
que los investigadores siguen buscando principios activos o extractos

naturales para la terapia de enfermedades como el cancer.

(8) Lineas Celulares
Una linea celular es un cultivo celular permanentemente establecido
que va a proliferar de modo indefinido mientras tenga medio fresco y
espacio (9 Las lineas difieren de las cepas celulares en que se han

inmortalizado.

Las lineas celulares son ampliamente usadas para investigacion en

laboratorio, y particularmente como un modelo in vitro en la

(115)

investigacion del cancer , cuando se usa en el modo correcto, las

lineas celulares, son herramientas poderosas y la informacion obtenida

. . y e 116
se transcribe en beneficios clinicos !,

Las ventajas del uso de las lineas celulares son la facilidad de trabajar
con ellas en cantidades casi infinitas; adicionalmente, ellas exhiben un
alto grado de homogeneidad y son facilmente reemplazados, por el

(115)

stock congelado, por si llegan a contaminarse Las lineas

celulares usadas son American Type Culture Collection (ATCC), es
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decir pertenece a la Coleccion Americana de Cultivos Tipo, la misma
que es conocida como una organizacion global sin fines de lucro que
es conserva de biorecursos y brinda materiales biologicos a
organizaciones de investigacion ''”. Para el desarrollo de la presente
investigacion se usa la Sulforonamida B, que es un colorante
aminoxantano, rosado brillante, usado para medir la citotoxicidad de
extractos como un método de tincion celular M'®; y como control
positivo se usa el 5-fluorouracilo (5FU), que es una fluoropiramidina

ampliamente usada para el tratamiento del cancer 19),

Las lineas celulares usadas en la presente investigacion son:

- 3T3: es una linea celular de fibroblastos normales de raton, se
desarrollaron a partir de embriones desagregados de raton
BALB/c. “Son extraordinarimente sensibles a la inhibicién por
contacto y muy susceptibles a la transformacion por el virus SV40

- . 107
y el virus del sarcoma murino” %7

- HA460: carcinoma de pulmoén de células no pequefias humano, la
linea celular NCI-H460 fue derivada por A. F. Gazdar y sus
asociados en 1982 a partir del liquido pleural de un paciente con
cancer de pulmoén de células grandes (ATCC Life Technologies,

Rockville, MD, USA).

- HuTu 80: células de cancer duodenal humano, derivado de un
varon caucasico de 53 afios (ATCC Life Technologies, Rockville,

MD, USA).

- DU 145: es una linea celular de cancer de prostata, originalmente

obtenida de un hombre caucasico de 69 afios con carcinoma de

prostata, derivado de un sitio metastasico: el cerebro en 1975 (120)

y es una linea celular representativa para el estudio de cancer

prostatico ¥
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- MCF7: es una linea celular de cancer de mama humano, se
nombro de ese modo porque un investigador de la Fundacion para
el Cancer de Michigan (Michigan Cdncer Foundation) lo pudo
aislar en su séptimo intento *¥. Esta linea celular se obtuvo en

1973 de una efusion pleural .

- MI14: melanoma amelanético humano (ATCC Life Technologies,

Rockville, MD, USA).

- HT-29 adenocarcinoma de colon, esta linea fue aislada de un
tumor primario en 1964 por J. Fogh de una mujer caucasica de 44

afios (ATCC Life Technologies, Rockville, MD, USA).

(9) Radical libre
Son estructuras quimicas que tienen un electron desapareado en el
orbital mas externo, por lo tanto poseen una vida media corta, gran
inestabilidad, son muy reactivos, por lo que actiian cercano al sitio en
que se forman''*?. “Desde el punto de vista molecular son pequefias
moléculas ubicuitarias y difusibles que se producen por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal
y en los cloroplastos, y las reacciones de oxidacion, por lo que
producen dafio celular (oxidativo) al interactuar con las principales

biomoléculas del organismo” .

“No obstante lo expresado anteriormente, los radicales libres del
oxigeno tienen una funcion fisioldgica en el organismo como la de
participar en la fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno, y la
sintesis de prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular,
disminuyen la sintesis de catecolaminas por las glandulas

suprarrenales, modifican la biomembrana y favorecen la quimiotaxis”
(123)



20

“Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias
prooxidantes son: radical hidroxilo (HO)+, peroxido de hidrégeno
(H202), anién superoxido (02), oxigeno singlete (102), oxigeno

9 (123)

nitrico (NO), peréxido (ROO), semiquinona (Q) y ozono , €stos

producen dafios por estrés oxidativo a macromoléculas, como

proteinas, lipidos, enzimas y ADN (9.

(10)  Antioxidantes
Los antioxidantes son un grupo de sustancias utiles para combatir el
cancer y otros procesos que potencialmente llevan a enfermedades
como Envejecimiento, Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de
Parkinson, Esclerosis lateral amiotrofica, Carcinogénesis, Enfermedad

cardiovascular, Enfermedades hepaticas y Diabetes mellitus!'??.

A diferencia de los agentes citotdxicos que danan las células
tumorales, los antioxidantes actian previniendo la aparicion del
cancer durante la carcinogénesis; y, en general, son beneficiosos para

las células ©¥.

(11)  Antioxidantes naturales
Para combatir a los radicales libres, los organismos vivos producen
enzimas (por ejemplo, catalasa, superoxido dismutasa y peroxidasa) o
moléculas no enzimaticas, como cisteina, acido ascorbico, flavonoides

s (124
y vitamina K para su proteccion (124)

(12)  Actividad bioldgica de los polifenoles
Entre los compuestos no enzimaticos obtenidos de fuentes naturales,
los fenoles han recibido una atencion especial debido a su capacidad
antioxidante comprobada (129 1 os fenoles se derivan del metabolismo
secundario y tienen una amplia distribucion en el reino de las plantas
con diversas funciones en las plantas, como la defensa quimica contra

, 12
herbivoros %Y

y alelopatia ("cualquier efecto directo o indirecto
causado por una planta (incluyendo microorganismos) sobre otras a

través de la produccion de compuestos quimicos que escapan al medio
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- 126 - .
ambiente" "?%). Aunque los compuestos fendlicos se han relacionado

con la actividad antioxidante, algunos estudios han enfatizado clases

] . . 127,12
especificas, como los flavonoides y los taninos 7 ¥
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CAPITULO III: METODOLOGIA

Este trabajo de investigacion se desarrolld en un centro analitico con la infraestructura

adecuada y equipos adecuados:

- Laboratorio del Instituto de Investigacion en Ciencias Farmacéuticas y Recursos

Naturales “Juan de Dios Guevara”, Facultad de Farmacia y Bioquimica,

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

- Laboratorio de Investigacion y Desarrollo (LID) - Unidad de Biologia Celular y

Virologia de la Facultad de Ciencias y Filosofia, Universidad Peruana Cayetano

Heredia.

3.1. Tipo y diseifio de investigacion

3.1.1.

3.1.2.

Tipo de investigacion

Es una investigacion de tipo correlacional.

“Este tipo de estudios tiene como finalidad conocer la relacion o grado de
asociacion que exista entre dos 0 mas conceptos, categorias o variables

en una muestra o contexto en particular” (129)

Diseiio de investigacion

Es una investigacion de disefio experimental.

"En un estudio experimental se construye el contexto y se manipula de
manera intencional la variable independiente [...] y se observa el efecto

de esta manipulacion sobre la variable dependiente" !>,

Unidad de analisis: extracto hidroalcohodlico de Handroanthus obscurus

(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”.
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A continuacion se presenta el flujograma del proceso de investigacion

que se muestra a continuacion:

Colecta de la especie y
clasificacion taxondmica

Obtencion del extracto etandlico

., Determina-
Determinacion ion de |
de la actividad Determinacion c1o;1 .g g
antioxidante: de la actividad Determina- ac 1\,/1 a
. .. .y citotoxica:
método de antioxidante: cion de método de
Marcha captacion del método de polifenoles
. . L. ., Sulforoda-
Fito- radical acido captacion del totales: mina B
quimica 2,2’-azinobis radical 2,2- método de (SRB) sobre
(3-etilbenzo- difenil-1- Folin- lineas
tiazolin)-6- picrilhidrazil Ciocalteau
L . celulares no
sulfonico (DPPH") tumorales y
ot
(ABTS™) tumorales

Figura 1. Flujograma de la investigacion
Fuente. Propia

3.2.Seleccion de muestra

Muestra vegetal: Para la investigacion se colect6 un (01) kilogramo de corteza de

Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”
correspondiente a un (01) arbol de seis metros (6 m) de alto y estéril; para luego
proceder con el extracto hidroalcohdlico. La especie silvestre se colectd en el mes
de agosto de 2018 en el distrito de San Juan, provincia de Maynas y departamento
de Loreto; el habitat es bosque secundario de arena blanca, cercano a los predios de
la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP), teniendo presente las
directrices de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre buenas practicas
agricolas y de recoleccion (BPAR) de plantas medicinales *”. Cabe resaltar que
existen variaciones genéticas y plasticidad fenotipica (capacidad de un organismo
de producir fenotipos diferentes en respuesta a cambios en el ambiente) *", lo que
repercute en la variabilidad de metabolitos secundarios producidos por las plantas;

(132)

siendo las condiciones ambientales, como la alelopatia , radiacion ultravioleta

(UV), estrés hidrico, ozono, entre otros (3 3), las causantes de dicha variabilidad.
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3.3. Colecta del material biologico
La colecta de la especie silvestre se realizé por un Bidlogo Colegiado en el distrito
de San Juan Bautista, provincia de Maynas y departamento de Loreto; en la

localidad de Quistococha, Carretera Iquitos-Nauta, km 7.

3.4. Clasificacion taxonomica
La clasificacion de la especie en su taxonomia se realiza por el Centro de
Investigacion de Recursos Naturales Herbarium Amazonense — AMAZ de la

Universidad Nacional de la Amazonia Peruana del 2019.

3.5. Tratamiento de la muestra
Se libera la corteza de Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro” de particulas extrafias; el material seco se troza la muestra para que

pueda ser introducida al molino de cuchillas.

3.6. Preparacion del extracto
Un total de 125 g del material vegetal seco y molido fueron sometidos a maceracion
a temperatura ambiente durante 14 dias, utilizando 2 000 mL de solvente de
extraccion que consiste en alcohol etilico al 96° (1 400 mL) y agua destilada (600
mL), en proporciones 7:3, obteniendo una concentracion final de 67.2° de alcohol
etilico; esta mezcla se sometid agitacion constante y protegido de la luz. Luego se
procedid a la filtracion mediante papel de filtro Whatman N° 42 en un matraz
Kitasato de 1 000 mL marca: Pyrex con un embudo Biichner acoplado a una bomba
de vacio. Luego de realizado el proceso de filtracion se procedid a concentrar a

sequedad la muestra a una estufa de secado a 40 °C.
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Flujograma de la obtencion del extracto hidroalcohdlico

Muestra vegetal (corteza)

Clasificacion Taxonomica

Reduccion de tamafio de particula

Secado

Obtencion del extracto hidroalcohodlico

Figura 2. Flujograma de la extraccion del extracto hidroalcoélico.
Fuente. Propia

3.7. Marcha fitoquimica
Se realiz6 la marcha fitoquimica del extracto de corteza de Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” en relacion a los metabolitos
secundarios: flavonoides, compuestos fenodlicos, taninos, saponinas, antronas,
antranonas, naftoquinonas, triterpenoides y esteroides, alcaloides y glicésidos.;

. ., .. ., 134
empleando reactivos de coloracion y precipitacion 3.

3.8. Determinacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante describe la habilidad de las moléculas redox de los

. . - . 135, 136
sistemas biologicos para captar radicales libres (135, 136)

, para fines de la presente
investigacion la muestra problema es el extracto hidroalcohélico de Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el estandar de referencia
Trolox®. Tanto el método del DPPH® como el del ABTS® se basan en la
transferencia de electrones e involucran la reduccion de una sustancia oxidante
coloreada; ambos ensayos son convenientes en su aplicacion debido a su bajo costo,

(137)

no requieren equipos ultra sensibles * ~ "/, presentan facilidad, rapidez, sensibilidad y

estabilidad de los radicales usados ) por lo tanto son los mas populares (133 y

utiles incluso para alimentos provenientes de plantas conteniendo compuestos



26

antioxidantes hidrofilicos, lipofilicos y altamente pigmentados; en éste sentido el

método del ABTS®" comparado con el DPPH® estima mejor la capacidad

antioxidante de dichos alimentos "**. Sin embargo, diversos autores encuentran

limitaciones

3.8.1.

(135 137-140) 4 egtos anélisis.

Método de captacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH?®)

Este es un método de captacion del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH®)
en su forma radical, con un electron desapareado; el DPPH® tiene una
absorcion a la longitud de onda de 517 nandémetros (color azul violeta),
que es medida espectrofotométricamente, y que desaparece luego de la
reaccion con una sustancia antioxidante decolorandose hacia amarillo
palido "V El efecto de los antioxidantes sobre el DPPH" se teoriza que
es debido a su capacidad de donar hidrégenos, o habilidad de donar

protones (142)

En la siguiente figura !+

se muestra el radical DPPH®, que tiene color
purpura intenso, ademas es sintético y organico, éste puede reducirse en
presencia de sustancias antioxidantes, con la consiguiente decoloracion.
La capacidad antioxidante puede evaluarse mediante la disminucion de la

absorcion a cierta longitud de onda.

ON ON
i
N—N- NO, | + AOX — N—N NO, + AOX
O o O o
Radical 2,2-difenil-1- DPPH

picrilhidrazil (DPPHe)

Figura 3. El radical DPPHe frente a una sustancia antioxidante.
Fuente. Becker, et al (143)
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Método de captacion del radical acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin) — 6-sulfonico (ABTS*+)

El ensayo del acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-sulfénico
(ABTS) se basa en la generacion del radical cation o protonado ABTS*"
de color verde azulado - posee una absorcion maxima en tres picos, uno

de ellos es en la de longitud de onda de 734 nanometros *¥

(135)

— que puede

ser reducido por antioxidantes
(142)

y se visibiliza por la disminucion de la

coloracion La capacidad de captar radicales protonados es un

atributo importante de los antioxidantes 142

“Es un radical artificial que no mimetiza bien la situacién in vivo,
termodindmicamente puede ser reducido por compuestos que tengan un
potencial redox menor que el del ABTS (0.68V), pudiendo reaccionar
con el radical, muchos compuestos fendlicos con un potencial mas bajo.
El punto final de la reaccién lo marca la sustancia antioxidante empleada,
fijando tiempos cortos o muy elevados que pueden interferir en los

. . 145
resultados finales, lo cual, es un inconveniente” (145)

(%) se muestra el radical ABTS®", que tiene color

En la siguiente figura
verde azulado, ademas es sintético y organico, éste puede reducirse en
presencia de sustancias antioxidantes, con la consiguiente decoloracion.
La capacidad antioxidante puede evaluarse mediante la disminucion de la

absorcion a cierta longitud de onda.

HaCs

- S S04 _ g SO3
0 ol Il R e ¢ T
S\Qj@:{}ZN chs)\l A \©[N?=“N /N AOX

C,H;s

Radical acido 2,2-azinobis ABTS
(3- etilbenzotiazolin)-6-

sulfénico (ABTS"")

Figura 4. El radical ABTS®" frente a una sustancia antioxidante.
Fuente. Becker, et al 1.
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3.9. Determinacion de polifenoles totales
La medida del contenido de fenoles totales se realiza utilizando el método de Folin

— Ciocalteau 49

, se usa para determinar las substancias fenolicas totales en plantas;
se determina la capacidad que tiene para reducir el reactivo y debido a ello el

reactivo pasa de color amarillo a azul, y se mide espectrofotométricamente.

3.10. Determinacion de la actividad citotéxica in vitro
La actividad citotoxica del extracto se evalud usando el colorante Sulforodamina B

(SRB) 1471 "en diversas lineas celulares tumorales y no tumorales:

- 3T3 (embrion de Mus musculus: fibroblastos normales)

- H460 (Homo sapiens: carcinoma de pulmoén de células no pequenas)
- HuTu 80 (Homo sapiens: carcinoma de duodeno)

- DU 145 (Homo sapiens: carcinoma de prostata)

- MCF7 (Homo sapiens: adenocarcinoma de mama)

- MI14 (Homo sapiens: melanoma amelanético)

- HT-29 (Homo sapiens: adenocarcinoma de colon)

Las lineas celulares son de la Coleccion americana de cultivos tipo (ATCC:
American Type Culture Collection) las brindo el Laboratorio de Investigacion y
Desarrollo “Abraham Vaisberg Wolach” de la Universidad Peruana Cayetano

Heredia.

De acuerdo con Skehan et al *?, diferentes diluciones de extracto y 5-FU se
agregan a diferentes pozos conteniendo las lineas celulares y se incuban. La
Sulforodamina B (SRB) sera usada como un colorante para determinar la densidad
celular. Luego de incubar las células se les afiade acido tricloroacético 10% (p/v)
para fijarlas, como dato se indica que en medio ligeramente acido la SRB se une a
proteinas de modo estequiométrico por lo que se procede a tefiir las células con
SRB, luego se enjuaga con acido acético 1% (v/v) para eliminar la SRB que no se
fij6. El colorante unido a las células viables se extrae con medio alcalino (solucion

de Tris pH 10,5), posteriorente la solucion se lee a 510 nm. Los resultados seran
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expresados en la concentracion que es capaz de inhibir la mitad (50%) del

crecimiento celular (GI50) y se le realizé un analisis de regresion lineal .

3.11. Analisis estadistico
Los datos se procesaron utilizando el paquete Microsoft Excel 2010 y el

programa SPSS (Stadistical Package for Socials Sciences) version 21.

En la determinacion de la capacidad antioxidante se llevd a cabo el analisis de
varianza (ANOVA) unidireccional para comparar las medias, seguido de la
comparacion de los componentes (comparacion multiple) a través de la prueba
Post Hoc de DHS (Honestly Significant Difference) de Tukey para verificar
diferencias significativas entre las medias "°"; una probabilidad del 5% o menos

(p < 0.05) fue considerada como estadisticamente significativa (Anexo 4-7).
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Analisis, interpretacion y discusion de resultados

4.1.1.

4.1.2.

Rendimiento

Tabla 1. Rendimiento de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau
& K. Schum.) Mattos “tahuari negro”.

Parte de la Peso de Secado a Rendimiento
planta muestra (g) 40 °C (g) (%)
Corteza 125.00 6.9 5.52

Fuente. Propia

Por su contenido de humedad, el material recolectado, se desecod

obteniéndose porcentajes de rendimiento de 5.52 %.

Marcha fitoquimica

Tabla 2. Marcha Fitoquimica del extracto.

Metabolito Extracto
i
) Reactivo(s) hidroalcohdlico
secundario
de corteza
Flavonoides Shinoda +++
Compuestos )
, p Cloruro férrico ++
fenolicos
Taninos Gelatina ++
Saponinas Indice afrosimétrico +++
Antronas,
antranonas, Bortranger +++
naftoquinonas
Triterpenoides y .
. Liebermann-Bouchardat +++
esteroides
. Draguendorff, Mayer, Popoff,
Alcaloides & Y p -

Bertran, Wagner
Glicosidos Vainillina -
Leyenda: abundante (+++), moderado (++), leve (+), ausente (-).

Fuente. Propia

De la marcha fitoquimica preliminar se identificaron los siguientes

metabolitos secundarios: flavonoides, compuestos fenolicos, taninos,
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saponinas, antronas, antranonas, naftoquinonas, triterpenoides y

esteroides.

4.1.3. Determinacion de la capacidad antioxidante
(1) Determinacion de la Capacidad Antioxidante mediante el ABTS*"

(radical acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico)

Los resultados de la prueba de ABTS®" se muestran en las siguientes
tablas y figuras; primero se presenta el comparativo con la muestras
del extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y luego el comparativo

con el estandar de Trolox®.

Tabla 3. Efecto antioxidante del extracto hidroalcoholico de la corteza
del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari
negro” empleando el método del ABTS**.

Concentracion del Absorbancia Porcentaje de I1C50
extracto (pg/mL) (unidades) Inhibicion (%) (png/mL)
0 0.665 0.013
5 0.582 12.461
10 0.523 21.454 26.966
20 0.409 38.554
40 0.186 72.073

Fuente. Propia
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Porcentaje de Inhibicion del
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion de ABTS® del extracto
hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau &
K. Schum.) Mattos “tahuari negro”.

Fuente. Propia

Tabla 4. Efecto antioxidante del estandar Trolox® empleando el
método del ABTS*".

Concentracion de Absorbancia Porcentaje de IC50

Trolox® (ng/mL) (unidades) Inhibicion (%) (png/mL)

0 0.656 0.000

1 0.546 16.722

2 0.441 32.793 3.008
3.5 0.281 57.088

5 0.104 84.213

Fuente. Propia
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Porcentaje de Inhibicion versus
Concentracion de Trolox®
empleando ABTS**
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Figura 6. Porcentaje inhibido del radical ABTS®" usando el estandar
Trolox®.

Fuente. Propia

Segtin el método de ABTS*" el IC50 (ug/mL) fue de 26.966 para el
extracto hidroalcoholico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”. El ensayo de ABTS*"
presento un IC50 de 3.008 pg/mL para el patron Trolox®. Ambas
pruebas muestran diferencias significativas entre medias, las cuales

fueron calculadas con la prueba de Tukey (p < 0.05).

(2) Determinacion de la Capacidad Antioxidante mediante el DPPH®

(radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Los resultados de la prueba del DPPH® se representan en las siguientes
tablas y figuras; primero se muestra el comparativo con la muestras
del extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y luego el comparativo

con el estandar de Trolox®.
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Tabla 5. Efecto antioxidante del extracto hidroalcoholico de la corteza
del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari
negro” empleando el método del DPPH".

Concentracion del Absorbancia Porcentaje de IC50
extracto (ug/mL) (unidades) Inhibicién (%) (pg/mL)
0.000 0.461 0.000
10.417 0.373 19.046 36.425
20.833 0.326 29.183
41.667 0.202 56.262

Fuente. Propia

Porcentaje de Inhibicion del
°
extracto empleando DPPH
g 60 -
T
& 50 4
(=)
g
5 40
o
3
S 30
0
% y =1.3122x + 2.2025
2 90 - 2_
< R*=10.9906
£
S
o 10 -
T
t
§ O T T T T 1
g 0 10 20 30 40 50
Concentracion de extracto hidroalcohdlico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari
negro” (ug/mL)

Figura 7. Porcentaje de inhibicion de DPPH® del extracto
hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau &
K. Schum.) Mattos “tahuari negro”.

Fuente. Propia
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Tabla 6. Efecto antioxidante del estandar Trolox® empleando el
método del DPPH".

Concentracion de Absorbancia Porcentaje de IC50
Trolox® (ng/mL) (unidades) Inhibicion (%)  (png/mL)
0.000 0.470 0.000
0.417 0.440 6.445
0.833 0.400 14.953 2.513
1.667 0.323 31.381
3.333 0.152 67.655

Fuente. Propia

Porcentaje de Inhibicion versus
Concentracion de Trolox®
empleando DPPH*
80 -+
70 A
60

50 -

40 - ~
y =20.509x - 1.549

30 - R? = 0.9982

20 -

0 T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35

Porcentaje de inhibicion del radical ABTS** (%)

Concentracion de Trolox® (ug/mL)

Figura 8. Porcentaje inhibido del radical DPPH® usando el estandar
Trolox®.
Fuente. Propia

Segtin el método de DPPH"* el IC50 (ug/mL) fue de 36.425 para el
extracto hidroalcoholico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”. El ensayo de DPPH*
presento un IC50 de 2.513 pg/mL para el patron Trolox®. Ambas
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pruebas muestran diferencias significativas entre medias, las cuales

fueron calculadas con la prueba de Tukey (p < 0.05).

Determinacion de polifenoles totales. Método de Folin-
Ciocalteu

El contenido de polifenoles se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 7. Contenido de polifenoles del extracto hidroalcohdlico de la
corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro”.

Polifenoles en muestra seca
Muestra
(mg ac. galico/ g)

Extracto hidroalcohodlico seco 5.330

Fuente. Propia

Se determind que el extracto hidroalcohdlico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”
posee polifenoles totales expresado en 5,33 mg acido galico/ g de

extracto de muestra.

Efecto citotoxico usando lineas celulares

El bioensayo sobre lineas celulares que determina citotoxicidad presentd

los siguientes resultados:

Tabla 8. Concentraciones del extracto hidroalcohdlico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y
el control positivo (pug/mL).

Muestra (ug/mL) S5FU (pg/mL)
250.000 3.910
62.500 0.977
15.630 0.244
3.910 0.061

Fuente. Propia
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En la tabla siguiente se muestra el porcentaje (%) del 3T3 (linea celular
de embrion de Mus musculus: fibroblastos normales) cuando se le agrega
el extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control positivo, es

decir el 5-Fluorouracilo a diversas concentraciones.

Tabla 9. Porcentaje del crecimiento del 3T3 (linea celular de embrion de
Mus musculus: fibroblastos normales) frente a la muestra y el control
positivo (%).

Muestra (%) 5FU (%)
100.000 15.300
100.000 18.000
100.000 26.500
100.000 48.400

Fuente. Propia

A continuacion se presentan las figuras del crecimiento del 3T3 (linea
celular de embrion de Mus musculus: fibroblastos normales) cuando se le
agrega el extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control

positivo con 5-Fluorouracilo (5FU).
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Crecimiento de la linea celular 3T3

frente al tratamiento
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Figura 9. Crecimiento del 3T3 (embrion de Mus musculus: fibroblastos
normales) cuando se le agrega el extracto hidroalcohdlico de la corteza
del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari
negro”.

Fuente. Propia

Crecimiento de la linea celular 3T3
frente al control positivo
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Figura 10. Crecimiento de la linea celular 3T3. Control Positivo con 5-
Fluorouracilo (5FU).
Fuente. Propia
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En la tabla siguiente se muestra el porcentaje (%) del H460 (linea celular
de Homo sapiens: carcinoma de pulmon de células no pequenas) cuando
se le agrega el extracto hidroalcohoélico de la corteza del Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control

positivo, es decir el 5-Fluorouracilo a diversas concentraciones.

Tabla 10. Porcentaje de crecimiento del H460 (linea celular de Homo
sapiens: carcinoma de pulmén de células no pequefias) frente a la
muestra y el control positivo (%).

Muestra (%) 5FU (%)
92.200 12.300
99.900 31.100
100.000 69.000
100.000 97.800

Fuente. Propia

A continuacion se presentan las figuras del crecimiento de la linea celular
H460 (cancer de pulmoén de células grandes) frente al tratamiento con el
extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control positivo con

5-Fluorouracilo (5FU).
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Crecimiento de la linea celular H460
frente al tratamiento
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Figura 11. Crecimiento del H460 (linea celular de Homo sapiens:
carcinoma de pulmén de células no pequefias) cuando se le agrega el
extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”.

Fuente. Propia

Crecimiento de la linea celular H460
frente al control positivo
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Figura 12. Crecimiento de la linea celular H460. Control Positivo con 5-
Fluorouracilo (5FU).
Fuente. Propia
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En la tabla siguiente se muestra el porcentaje (%) de crecimiento de
HuTu 80 (linea celular de Homo sapiens: carcinoma de duodeno) cuando
se le agrega el extracto hidroalcohoélico de la corteza del Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control

positivo, es decir al 5-Fluorouracilo a diversas concentraciones.

Tabla 11. Porcentaje de crecimiento de HuTu 80 (linea celular de Homo
sapiens: carcinoma de duodeno) frente a la muestra y el control positivo
(%).

Muestra (%) 5FU (%)
92.300 19.900
95.200 28.900
95.700 76.300
100.000 87.300

Fuente. Propia

A continuacioén se presentan las figuras del crecimiento de HuTu 80
(linea celular de Homo sapiens: carcinoma de duodeno) cuando se le
agrega el extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control

positivo con 5-Fluorouracilo (5FU).
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Figura 13. Crecimiento de HuTu 80 (linea celular de Homo sapiens:
carcinoma de duodeno) cuando se le agrega el extracto hidroalcoholico
de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro”.
Fuente. Propia
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Figura 14. Crecimiento de HuTu 80 (linea celular de Homo sapiens:

carcinoma de duodeno). Control Positivo con 5-Fluorouracilo (SFU).

Fuente. Propia
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En la tabla siguiente se muestra el porcentaje (%) de crecimiento de la
linea celular DU 145 (carcinoma de prostata) cuando se le agrega el
extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control positivo, es

decir al 5-Fluorouracilo a diversas concentraciones.

Tabla 12. Porcentaje de crecimiento de la linea celular DU 145 frente a
la muestra y el control positivo (%).

Muestra (%) 5FU (%)
100.000 33.300
100.000 49.500
100.000 69.400
100.000 91.500

Fuente. Propia

A continuacion se presentan las figuras del crecimiento de la linea celular
DU 145 (carcinoma de prostata) cuando se le agrega el extracto
hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control positivo con 5-Fluorouracilo

(5FU).
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Crecimiento de la linea celular DU
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Figura 15. Crecimiento del DU 145 (linea celular de Homo sapiens:
carcinoma de prostata) cuando se le agrega el extracto hidroalcohdlico de
la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos

“tahuari negro”.
Fuente. Propia

Crecimiento de la linea celular DU
145 frente al control positivo
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Figura 16. Crecimiento del DU 145 (linea celular de Homo sapiens:
carcinoma de prostata). Control Positivo con 5-Fluorouracilo (5FU).

Fuente. Propia
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En la tabla siguiente se muestra el porcentaje (%) de crecimiento del
MCF7 (linea celular de Homo sapiens: adenocarcinoma de mama)
cuando se le agrega el extracto hidroalcohdlico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y

el control positivo, es decir al 5-Fluorouracilo a diversas concentraciones.

Tabla 13. Porcentaje de crecimiento de la linea celular MCF7 frente a la
muestra y el control positivo (%).

Muestra (%) 5FU (%)
90.100 16.800
95.500 27.400
100.000 54.800
100.000 84.000

Fuente. Propia

A continuacion se presentan las figuras del crecimiento del MCF7 (linea celular de
Homo sapiens: adenocarcinoma de mama) cuando se le agrega el extracto
hidroalcohélico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro” y el control positivo con 5-Fluorouracilo (5FU).

Crecimiento de la linea celular MCF7
frente al tratamiento
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Figura 17. Crecimiento del MCF7 (linea celular de Homo sapiens:
adenocarcinoma de mama) cuando se le agrega el extracto
hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari negro”.

Fuente. Propia
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Crecimiento de la linea celular MCF7

frente al control positivo
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Figura 18. Crecimiento de la linea celular MCF7. Control Positivo con
5-Fluorouracilo (5FU).
Fuente. Propia

En la tabla siguiente se muestra el porcentaje (%) de crecimiento del
M14 (linea celular de Homo sapiens: melanoma amelanético) cuando se
le agrega el extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control

positivo, es decir al 5-Fluorouracilo a diversas concentraciones.

Tabla 14. Porcentaje de crecimiento de la linea celular M14 frente a la
muestra y el control positivo (%).

Muestra (%) 5FU (%)
100.0 41.4
100.0 49.9
100.0 76.8
100.0 87.1

Fuente. Propia

A continuacién se presentan las figuras del crecimiento del M14 (linea
celular de Homo sapiens: melanoma amelanotico) cuando se le agrega el
extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control positivo con

5-Fluorouracilo (5FU).
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Crecimiento de la linea celular M14
frente al tratamiento

120 -
<
5 100 Jx I I
g
E
o 60 -
(8]
% 40 - Ho
2,
£ 20 -
S
B 0 T T T T T 1
o 0 50 100 150 200 250 300

Concentracion (ug/mL)

Figura 19. Crecimiento del M14 (linea celular de Homo sapiens:
melanoma amelanoético) cuando se le agrega el extracto hidroalcohoélico
de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro”.

Fuente. Propia

Crecimiento de la linea celular M14
frente al control positivo
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Figura 20. Crecimiento de la linea celular M14. Control Positivo con 5-
Fluorouracilo (5FU).
Fuente. Propia
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En la tabla siguiente se muestra el porcentaje (%) de crecimiento del HT-
29 (linea celular de Homo sapiens: adenocarcinoma de colon) cuando se
le agrega el extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control

positivo, es decir al 5-Fluorouracilo a diversas concentraciones.

Tabla 15. Porcentaje de crecimiento de la linea celular HT-29 frente a la
muestra y el control positivo (%).

Muestra (%) 5FU (%)
100.000 25.500
100.000 37.000
100.000 73.600
100.000 91.800

Fuente. Propia

A continuacion se presentan las figuras del crecimiento de la linea celular
HT-29 (adenocarcinoma de colon) frente al tratamiento con el extracto
hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control positivo con 5-Fluorouracilo

(5FU).
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Crecimiento de la linea celular HT-29

frente al tratamiento
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Figura 21. Crecimiento del HT-29 (linea celular de Homo sapiens:
adenocarcinoma de colon) cuando se le agrega el extracto
hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari negro”.

Fuente. Propia

Crecimiento de la linea celular HT-29
frente al control positivo
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Figura 22. Crecimiento de la linea celular HT-29. Control Positivo con
5-Fluorouracilo (5FU).

Fuente. Propia
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En la tabla siguiente se muestra la concentraciéon inhibitoria de
crecimiento del 50% (GI50) de células tumorales y no tumorales: 3T3
(embrion de Mus musculus: fibroblastos normales), H460 (Homo
sapiens: carcinoma de pulmon de células no pequeiias), HuTu 80 (Homo
sapiens: carcinoma de duodeno), DU 145 (Homo sapiens: carcinoma de
prostata), MCF7 (Homo sapiens: adenocarcinoma de mama), M14
(Homo sapiens: melanoma amelandtico) y HT-29 (Homo sapiens:
adenocarcinoma de colon) cuando se le agrega el extracto
hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control positivo, es decir al 5-

Fluorouracilo.

Tabla 16. Concentracion inhibitoria de crecimiento del 50% del células
(GI50) del cuando se le agrega el extracto hidroalcoholico de la corteza
del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari
negro” y el control positivo.

GISO0 Muestra (ug/mL) 5FU (pg/mL)
3T3 >100 0.055
H460 >100 0.551
HuTu 80 >100 0.527
DU 145 >100 1.066
MCF7 >100 0.318
M14 >100 0.972
HT-29 >100 0.736

Fuente. Propia

A continuacion se presenta la figura de la concentracion inhibitoria de
crecimiento del 50% (GI50) de células de 3T3 (embrion de Mus
musculus: fibroblastos normales), H460 (Homo sapiens: carcinoma de
pulmon de células no pequenas), HuTu 80 (Homo sapiens: carcinoma de
duodeno), DU 145 (Homo sapiens: carcinoma de prostata), MCF7 (Homo
sapiens: adenocarcinoma de mama), M14 (Homo sapiens: melanoma
amelandtico) y HT-29 (Homo sapiens: adenocarcinoma de colon) cuando
se le agrega el extracto hidroalcohodlico de la corteza del Handroanthus
obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y el control

positivo, es decir al 5-Fluorouracilo.
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Figura 23. Concentracion inhibitoria de crecimiento del 50% del células
(GI50) cuando se le agrega el extracto hidroalcohélico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” y
el control positivo (nug/mL).

Fuente. Propia
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CAPITULO V: DISCUSION

La presente investigacion usa una extraccion hidroalcohdlica debido a que se asemeja al

)

uso tradicional del género como tintura ®; asi mismo se encontrd en la bibliografia

(35, 36)

revisada que existe un mayor poder antioxidante y actividad antitumoral cuando

se usa un alcohol versus extracto acuoso de Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.)

Mattos @)

La especie Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” fue
estudiada en ensayos preclinicos por su efecto hipoglicemiante, desde el punto de vista
etnobotanico y la mayoria de los estudios son acerca de la diversidad estructural de la

vegetacion arborea en diversas localidades de Pera ©” *®) también existe estudios de

(40)

revegetacion en Loreto " y en la composicion y estructura vegetal de un bosque seco

tropical de Colombia “?' y por su potencial maderero. La presente investigacion es la
primera en revisar la capacidad antioxidante, polifenoles y efecto citotoxico en lineas

celulares del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”.

Es importante recordar que se reporta los errores en la nomenclatura botanica de la
Tabebuia spp. > debido a muchas a la necesidad de incrementar el volumen de ciertos

arboles madereables, y también debido a la complejidad y modificacion del género

Tabebuia se dieron algunas dudas y conflictos taxondmicos “?; y que Mattos propone y

(59

describe por primera vez el género Handroanthus " y colocaba a diversas especies del

género Tabebuia, pero su propuesta encontrd oposicion y recién en el afio 2007 revisa y
complementa esta informacién proponiendo que la Tabebuia es polifilético *” por lo

tanto se divide en tres géneros: Tabebuia Gomes, Roseodendron Miranda y

Handroanthus Mattos; la propuesta se confirma usando filogenia molecular % 7,

(26)

metabolomica y por la anatomia de la madera ®®. Por ello al realizar la busqueda

bibliografica se consigna, segun la fecha de la publicacion, la Tabebuia spp. como el
Handroanthus spp. La busqueda de antecedentes de la especie se realizd de modo
exhaustivo, sin embargo existe escasa informacion de la especie estudiada y en Pert, el

trabajo de revisar nuevamente las especies previamente identificadas como Tabebuia

50 . .
G0 "4 diferencia

, . : . - . . (152
de paises como Brasil, donde se resalta la importancia econdmica de ésta especie (°? y

. . 1
sus cualidades son reconocidas por los pobladores *%; a pesar de poseer tanto

para actualizarlos segun la actual clasificacion, atin no se ha realizado
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reconocimiento en un pais fronterizo, en el Perti no es considerada en la “Lista Oficial

s (154)

de Especies Forestales ni se tienen registros oficiales de la exportacion de ésta

. (1 1 . . .
especie > 9 1o que muestra nuevamente que esta especie es poco estudiada a nivel

local a pesar que la Tabebuia impetiginosa, que pertenece al género Handroanthus ©”,

. . . [ - (157
es considerada una especie en peligro critico en Pera (°”

1 (158)

y que requiere atencion en

Brasi

El rendimiento de la corteza de Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro” encontrado en la presente investigacion es de 5.52% en relacion a la
corteza, el rendimiento de la extraccion es similar al encontrado en las investigaciones
de Esquivel y Salazar, quienes investigaron la corteza de Uncaria tomentosa “Ufia de

Gato” ", y el rendimiento es menor al encontrado por Buitron y Coronado '®

, €8
importante sefialar que existen diferencias en relacion a la metodologia de extraccion y
materia prima, sin embargo se asemejan en que el material biologico posee
caracteristicas similares al ser cortezas. Si el resultado se compara con la investigacion
de Kim & You, quienes estudiaron la corteza interna del Handroanthus impetiginosus
(Mart. ex DC.) Mattos y el rendimiento obtenido mediante extraccion etanolica al 80%
fue de 9.5% ©%, por otro lado se reporté que en maceracion etanolica al 70% se obtuvo
un rendimiento de ~13% “°"; y con etanol al 95% usando la corteza se obtuvo un
rendimiento de 18.4% ?; las diferencias encontradas se puede deber a diversos
factores, entre ellos el tiempo de maceracion, la temperatura, la parte de la planta usada,

el tamafio inicial de particula, etc.

“El perfil quimico de la familia Bignoniaceae se caracteriza por la presencia de

. . . L. . . 1
terpenoides, quinonas, derivados aromaticos especiales y flavonoides” '

segun la
. . ., . < (79) .. . . .,
investigacion realizada por Cipriani ', lo que coincide con nuestra investigacion al
encontrar terpenoides (especificamente triterpenoides y esteroides), quinonas
(especificamente antronas, antranonas y naftoquinonas), flavonoides, compuestos
fenolicos, flavonoides, entre otros.

En la investigacion de Ramirez & Villanueva ©"

mencionan que la corteza de Tabebuia
obscura pas6 por una marcha fitoquimica realizada por “Delgado H; Villacrez., 1.
(2012). Tamizaje Fitoquimico de las especies del Plan Operativo IMET-EsSalud.

Instituto de Medicina Tradicional. Informe final de Hipoglicemiantes. Pag 6-15” ©; al
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respecto encontraron compuestos similares a los de la presente investigacion:
flavonoides, taninos y fenoles, saponinas, quinonas, triterpenos y esteroides; sin
embargo también hubieron diferencias ya que en la investigacion mencionada reportan
la presencia de alcaloides, sin embargo la presente investigacion dio negativo para
presencia de alcaloides en el extracto hidroalcoholico, También es importante sefialar
que la mencionada investigacion sefala la presencia de aceites esenciales y azucares

reductores.

Por otro lado, en la investigacion realizada sobre el “Efecto de los extractos de
Tabebuia obscura (tahuari negro) y Geranium ayavacense (pasuchaca) sobre la

glicemia en ratas con diabetes mellitus experimental” (52)

reportan el tamizaje
fitoquimico de la Tabebuia obscura en tres solventes (agua, etanol y éter) de la
investigacion realizada por el IMET-EsSalud ¥, la investigacion se realizé en la
corteza de la planta, igual que la presente investigacidon, sin embargo no se indica la
parte de la planta usada para el tamizaje fitoquimico. Es importante considerar que la
presente investigacion que usé una extraccion hidroalcohodlica, y comparando los
resultados se encuentran similitudes en la fase acuosa y etandlica como la presencia de:
flavonoides, compuestos fendlicos y taninos, saponinas, quinonas; las diferencias estan
en la presencia de triterpenoides y alcaloides en nuestra muestra, y dio negativo para las
el tamizaje en fase acuosa y etanolica, sin embargo fue positivo para la fase extraida con
éter; del mismo modo nuestra investigacion usdé un extracto que no presentaba
alcaloides, sin embargo la investigacion del IMET-EsSalud reportd la presencia de
alcaloides en las tres fases (agua, etanol y éter), la ltima diferencia es la ausencia de
glicosidos en la presente investigacion y la presencia del mismo en la fase acuosa de la
antes mencionada investigacion. Las diferencias encontradas se pueden deber a la
variabilidad de los factores de climaticos, o de suelo de la planta, a la parte de la planta
usada, a la metodologia de la obtencion del extracto, al solvente usado para la

extraccion, entre otros.

Las naftoquinonas (quinonas biciclicas) se encontraron presentes en la marcha
fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de la corteza de Handroanthus obscurus

(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”, éstas tienen una amplia gama de

(164)

actividad biologica , entre ellas se encuentra el lapachol (2-hidroxi3-(3-metil-2-



55

butenil)-1,4-naftoquinona) presente en la corteza y la madera de plantas de algunos

. i s . 165
géneros de la familia Bignoniaceae '*.

La variabilidad de los compuestos quimicos de una planta se deben a diversos factores,
sin embargo en términos generales se reporta la presencia de lapachol en grandes

cantidades en el género Handroanthus Mattos 9

, ¥y un estudio en la madera de la
Tabebuia serratifolia (familia Bignoniaceae), también conocido como (reclasificado por
pertenecer al género Handroanthus Mattos y aceptado como sindénimo) Handroanthus
serratifolius se encontrd que el color amarillento se debe a la presencia del lapachol,
mientras que la madera mas anaranjada o rojiza se debe al componente dehidro-a-
lapachona; por otro lado el color negro de la madera se relaciona con la elevada
presencia de quinonas y polifenoles, y con la baja concentracion de lapachol *?). Para
el caso de la presente investigacion se uso la corteza de la planta y la coloracion fue
homogénea, se conoce que la luz posee un efecto oxidante en las quinonas en general,
existe un caso reportado en la madera de la Tabebuia chrysantha (cuyo sindnimo es
Handroanthus chrysanthus) que es originalmente anaranjado y se torna negro

inmediatamente cuando es expuesto al aire debido a la p-lapachona !°”.

No se encontraron estudios de la capacidad antioxidante de la especie estudiada por ser
¢ésta la primera investigacion en brindar dichos resultados, por ellos se comparan los

resultados con otras especies.

El ABTS"" es un radical libre relativamente estable y se usa ampliamente para detectar
la actividad antioxidante junto con el método DPPH* '®® También se ha utilizado como
un método fiable para la medicion de antioxidantes lipofilos o hidrofilos. Tanto las
prueba para medir la capacidad antioxidante del ABTS"" y DPPH® se basan en la
transferencia de electrones y de atomos de hidrogeno, ya que "se fundamentan en la
estabilizacion de radicales libres sintéticos metaestables, cuya reaccidn con un

antioxidante genera un cambio que puede ser detectado instrumentalmente" (169)

El valor del IC50, tanto para el ABTS*"y DPPH" fue definida como la concentracion de
la muestra necesaria para provocar la inhibicion del 50%, lo que se obtiene por
interpolacion de analisis de la regresion lineal '’”; Un menor IC50 se asocia con una

actividad antioxidante mayor {1,
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En la presente investigacion se obtuvo que el resultado segiin el método de ABTS®" el
IC50 fue de 26.966 ng/mL para el extracto hidroalcohodlico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”. El ensayo de
ABTS"" presenté un IC50 de 3.008 pg/mL para el patron Trolox®. Ambas pruebas
muestran diferencias significativas entre medias, las cuales fueron calculadas con la

prueba de Tukey (p < 0.05).

Da Silva, et al, realizaron una investigacion del extracto hidroalcohdlico de corteza de
la Tabebuia chrysotricha, es un sindénimo del Handroanthus chrysotrichus — se reviso

dos paginas web especializadas, una de ellas indica que la especie antes sefialada

corresponde al género Handroanthus ©°

(€2

, mientras la otra pagina web refiere la

pertenencia al género Tabebuia 29)

, por ello se reviso la propuesta original de Grose
indicando que pertenece al género Handroanthus por lo que se consignan como
sinonimos - y se encontrd que su IC50 fue de 51 pg.mL-1 en relacion al ensayo del
ABTS"" ©?; mientras nuestro resultado de IC50 fue de 26.966 pg.mL™ (o 26.966
pg/mL) expresado en peso seco del extracto hidroalcohdlico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”, por ello se tiene

una mayor capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de la presente

investigacion.

Kim & You realizaron una investigacion con la corteza interna de la Tabebuia
avellanedae Lor. ex Griseb, que es sinonimo del nombre aceptado Handroanthus
impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos “*>". Los resultados para a actividad de captacion
de radicales ABTS"" del extracto acuoso y etandlico para la concentracion de 30 pg/ml
fue de 51.8 + 2.6% y 64.3 + 0.8% respectivamente °%; a pesar de no encontrarse los
resultados expresados en IC50, éstos se asemejan a nuestro resultado de IC50 que fue de
26.966 pg.mL™ (0 26.966 pg/mL) expresado en peso seco del extracto hidroalcoholico
de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari

negro”.

La actividad de captacion de radicales DPPH® (radical libre) de la muestra se mide por
la capacidad de donacion de electrones contenida en la muestra. El DPPH® posee gran

estabilidad y es un compuesto de color purpura que exhibe una absorcion caracteristica
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de la luz a 517 nm. Es muy estable en solventes organicos, como el alcohol, y se
decolora con un limpiador de radicales de protones durante el mecanismo antioxidante.

Se ha utilizado para detectar la actividad antioxidante de varios materiales naturales

Segun el método de DPPH® el IC50 fue de 36.425 pg/mL para el extracto
hidroalcohélico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro”. El ensayo de DPPH"® presenté un IC50 de 2.513 pg/mL para el patron
Trolox®. Ambas pruebas muestran diferencias significativas entre medias, las cuales

fueron calculadas con la prueba de Tukey (p < 0.05).

Da Silva, et al, realizaron una investigacion del extracto hidroalcohdlico de corteza de
la Tabebuia chrysotricha es un sindénimo y el nombre aceptado es Handroanthus

(30)

chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos ", y se encontr6 que su IC50 fue de 543.15

ug.mL-1 en relacion al ensayo del DPPH® 2. mientras nuestro resultado de IC50 fue
de 36425 pgmL' (o 36.425 pg/mL) expresado en peso seco del extracto
hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
“tahuari negro”, por ello se tiene una mayor capacidad antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de la presente investigacion.

Gomes realizé una investigacion de diversas plantas del Noreste de Brasil ¥

, entre
ellos midi6 la capacidad antioxidante del Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.)
Mattos de Caatinga — Brasil usando hojas deshidratadas a temperatura ambiente las que
pasaron por maceracion metanolica en frio, posteriormente se filtra y se elimina el
solvente por presion, los resultados obtenidos usando el método del DPPH" fue 173.17
+16.56 Capacidad Inhibitoria media (IC50 en pg/mL) , al comparar con los resultados
obtenidos en la capacidad antioxidante de la presente investigacion IC50 fue de 36.425
pg.mL” (0 36.425 pg/mL) expresado en peso seco del extracto hidroalcohélico de la
corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”, por

ello se tiene una mayor capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de la

presente investigacion.

De Sao Pedro investigo6 la Tabebuia impetiginosa Martius ex DC, que es sinéonimo del

(29-31)

nombre aceptado Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos , el objetivo

del trabajo fue validar el uso tradicional de ésta planta a través de la determinacion de la
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bioactividad de la corteza interna de diversas muestras, una de las muestras fue obtenida
comercialmente de una herboristeria; se realizd una infusion y un extracto metanolico;
extracto se obtuvo mediante maceracion A 25 °C con metanol y agitacion,
posteriormente se filtra y el contenido se seca mediante un rotavapor a 40 °C. Se
determind la capacidad antioxidante con el método del 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH") y el resultado se expreso en Capacidad Inhibitoria media (IC50) fue de 16.68 +
0.58 y 0.68 £ 0.03 mg/mL, lo que es equivalente a 16 680 = 580y 680 = 30 pug/mL para
la infusion y el extracto metandlico respectivamente ©*; mientras nuestro resultado de
IC50 fue de 36.425 pg/mL expresado en peso seco del extracto hidroalcohodlico de la
corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”, por

ello se tiene una mayor capacidad antioxidante del extracto hidroalcoholico de la

presente investigacion.

Kim & You realizaron una investigacion con la corteza interna de la Tabebuia
avellanedae Lor. ex Griseb, que es sinonimo del nombre aceptado Handroanthus
impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos 293D 1a misma fue obtenida comercialmente de
Brasil. La actividad de captacion de radicales DPPH® del extracto acuoso y etanolico
para la concentracion de 60 pg/ml fue de 32.8 = 0.6% y 44.1 + 0.8% respectivamente
©% . mientras nuestro resultado de IC50 fue de 36.425 pg/mL expresado en peso seco
del extracto hidroalcohoélico de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau & K.

Schum.) Mattos “tahuari negro”, por ello se tiene una mayor capacidad antioxidante del

extracto hidroalcoholico de la presente investigacion.

Se investigd a su vez a los polifenoles debido a que se reconoce que los fenoles son
constituyentes muy importantes de las plantas con capacidad captadora de radicales

libres, contribuyendo directamente a la accion antioxidante 2.

Se determind que el extracto hidroalcohdlico de la corteza del Handroanthus obscurus
(Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” posee polifenoles totales expresado en

5.33 mg acido galico/ g de extracto de muestra.

Da Silva, ef al, realizaron una investigacion del extracto hidroalcohdlico de corteza de
la Tabebuia chrysotricha, es un sinonimo del Handroanthus chrysotrichus, y se

encontrd que el contenido total de polifenoles fue de 154.3 mg/g de equivalentes de
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acido galico ©?; mientras nuestro resultado 5.33 mg 4cido galico/ g de extracto de
muestra expresado en peso seco del extracto hidroalcohdlico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro”, cabe resaltar

que las metodologias usadas son diferentes debido a ello se considera.

Mucha L. realizd6 una investigacion de la corteza del arbol Lapacho o Tabebuia
avellanedae, €l mismo es sindonimo del nombre aceptado Handroanthus impetiginosus
(25-31) que es una muestra obtenida de Brasil y adquirida de modo comercial. La
preparacion de la muestra de extraccion acuosa consistio en una (01) cucharada de
materia prima (0.6864 g), se hirvio durante 5 minutos en 0.5 1 de agua, posteriormente
se realiz6 lixiviacion por 15 minutos; para la extraccion metandlica se pes6d la misma
cantidad y se mezclo con 50 ml de metanol, se realiz6 la lixiviacion durante 24 horas, y
posteriormente se filtro. Se realizaron pruebas de capacidad antioxidante usando el
método del DPPH® obteniendo 42.74 + 0.38 y 48.88 + 0.07 Equivalente de acido
ascorbico g/ kg de muestra seca (AAE/kg £ S.D.) obtenida por lixiviacidén en agua y
metanol. Esto también sugiere que no contiene cantidades significativas de
antioxidantes extraidos en solventes no polares. También se realizo el contenido total de
polifenoles, por el método de Folin Ciocaleu, los resultados fueron 14.49 + 1.65 y
58.47 £ 6.94 Equivalente de Acido Galico en g / kg (GEA/kg = S.D.) de material secado
a partir de la lixiviacion en agua y metanol ®* éstos resultados muestran mayor cantidad
de polifenoles comparados con el resultado de nuestra investigacion que dio 5.33 mg de

acido galico / g de extracto de muestra.

Kim & You realizaron una investigacion con la corteza interna de la Tabebuia
avellanedae Lor. ex Griseb, que es sindnimo del nombre aceptado Handroanthus
impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos ®*>", la misma fue obtenida comercialmente de
Brasil; el extracto acuoso se obtuvo por reflujo, posteriormente se filtra y se concentra a
través de un rotavapor y finalmente se liofiliza. El extracto etandlico se obtuvo con
etanol al 80% en caliente, posteriormente se filtra, se concentra mediante un rotavapor y
se liofiliza. El contenido total de polifenoles del extracto acuoso y etanolico fue 93.3 +
1.6 mg y 115.7 £ 1.5 equivalente de 4cido galico/g, respectivamente ©%; éstos

resultados muestran mayor cantidad de polifenoles comparados con el resultado de

nuestra investigacion que dio 5.33 mg de acido galico / g de extracto de muestra.
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La concentracion inhibitoria de crecimiento del 50% (GI50) de células de 3T3
(embrion de Mus musculus: fibroblastos normales), H460 (Homo sapiens: carcinoma de
pulmon de células no pequeiias), HuTu 80 (Homo sapiens: carcinoma de duodeno), DU
145 (Homo sapiens: carcinoma de prostata), MCF7 (Homo sapiens: adenocarcinoma de
mama), M14 (Homo sapiens: melanoma amelandtico) y HT-29 (Homo sapiens:
adenocarcinoma de colon) cuando se le agrega el extracto hidroalcoholico de la corteza
del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” fue de >100,
mientras el control positivo de 5-Fluorouracilo de 0.3 a 1.066. Por lo indicado en las
condiciones trabajadas la muestra no presenta citotoxicidad en las lineas celulares
usadas, es importante indicar que para las concentraciones de 250 pg/mL existi6 una
minima inhibicion para las lineas celulares de H460 (cancer de pulmoén de células
grandes), HuTu 80 (células de cancer duodenal humano) y MCF7 (adenocarcinoma de
mama); sin embargo no es significativo. Por otro lado la bibliografia es muy extensa
indicando los efectos de plantas del género Handroanthus spp. en la actividad

1 47.

citotoxica, al punto de tener ensayos clinicos de fase [ y I el efecto sobre lineas

celulares de cancer humano se considera que se debe al lapachol y -lapachol am),

Ademas es importante resaltar que la actividad antioxidante no se relaciona de modo

directo, necesariamente, con la citotoxicidad en lineas celulares ‘7,

Por otro lado el mecanismo por el cual se usa de modo tradicional para casos de cancer
podria ser por la elevada capacidad antioxidante encontrada en la presente investigacion
y esto podria llevar a una buena estimulacion del sistema inmunologico que fue visto en

(54
ensayos preclinicos®?.



Tabla 17. Tabla comparativa de capacidad antioxidante y polifenoles totales.

Fuente. Propia
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) Parte de la Capacidad antioxidante y polifenoles
Especie pla“t?lsyail‘:)lvente ABTS*" DPPH’ Polifenoles totales Nota
Handroanthus obscurus . Extract9 . - . 3-33 mg cido gilico/ La muestra proviene de Loreto-Pert
hidroalcoholico  IC50=26.966 pg/mL  1C50=36.425 pg/mL g de extracto de (es de la presente investigacion)

(Bureau & K. Schum.) Mattos

Tabebuia chrysotricha es sin.
de Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.)
Mattos

Tabebuia avellanedae, es sin.
de Handroanthus
impetiginosus

Handroanthus
impetiginosus (Mart.

ex DC.) Mattos
Tabebuia impetiginosa
Martius ex DC es sin. de

Handroanthus impetiginosus
(Mart. ex DC.) Mattos.

Tabebuia avellanedae Lor.

ex Griseb, es sin. de
Handroanthus
impetiginosus (Mart. ex
DC.) Mattos

de la corteza

Extracto
hidroalcohdlico
de la corteza

IC50=51 pg/mL

Extracto acuoso
y metanolico
por lixiviacion
de la corteza
Extracto
metandlico de -
las hojas

Extracto
metanolico de la -
corteza interna

Extracto acuoso
y etanolico
liofilizado de la
corteza interna

a 30 pg/mL se tiene
51.8+2.6%y 643+
0.8%
respectivamente

IC50=543.15 png/mL

42.74 +0.38 y 48.88
0.07 Equivalente de
acido ascorbico g/ kg
de extracto seco

IC50=173.17 pg/mL

1C50= 680 pg/mL

a 60 pg/ml se tiene
32.8+£0.6%y44.1=+
0.8% respectivamente

muestra

154.3 mg/g de
equivalentes de acido
galico

1449+ 1.65y 58.47
+ 6.94 equivalentes
de acido galicoen g/
kg de extracto seco

933+1.6y115.7+
1.5 mg equivalente
de acido gélico/g

La muestra proviene de Brasil.
Utilizaron una metodologia distinta
para determinar polifenoles totales.

La muestra fue obtenida
comercialmente de Brasil ¥

La muestra proviene de Caatinga-
Brasil ®¥

La muestra fue obtenida
comercialmente en una
herboristeriade Brasil >

La muestra fue obtenida
comercialmente Brasil ¢®

Leyenda: sin. es sinonimo obtenido de paginas web especializadas

(30,3T)

y en la propuesta de Grose de division del género Tabebuia

29)
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

1.

El extracto hidroalcohdlico de corteza de Handroanthus obscurus (Bureau & K.
Schum.) Mattos “tahuari negro” presentd como metabolitos secundarios:
flavonoides, compuestos fenolicos, taninos, saponinas, antronas, antranonas,

naftoquinonas, triterpenoides y esteroides.

El extracto hidroalcohélico presenta por los métodos del ABTS*" y DPPH" la
capacidad inhibitoria media (IC50) de 26.966 pg/mL y 36.425 pg/mL expresado
en peso seco; mostrando actividad antioxidante comparado con estudios
analogos, mientras que el estandar de referencia Trolox® present6 un IC50 de

3.008 pg/mL y 2.513 pg/mL, respectivamente.

El contenido de polifenoles totales del extracto hidroalcohodlico determinado por
el método de Folin-Ciocalteau fue de 5.33 mg acido galico/g de extracto en

muestra seca.

El extracto hidroalcohdlico de corteza no presentd efecto citotoxico selectivo en
las concentraciones probadas empleando el método SRB usando lineas celulares
no tumorales y tumorales: 3T3 (embrion de Mus musculus: fibroblastos
normales), H460 (Homo sapiens: carcinoma de pulmon de células no pequenas),
HuTu 80 (Homo sapiens: carcinoma de duodeno), DU 145 (Homo sapiens:
carcinoma de prostata), MCF7 (Homo sapiens: adenocarcinoma de mama), M 14
(Homo sapiens: melanoma amelanotico) y HT-29 (Homo sapiens:

adenocarcinoma de colon).
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CAPITULO VIII: ANEXOS

Anexo 1. Fotografia de la colecta de la corteza del Handroanthus obscurus (Bureau &

K. Schum.) Mattos “tahuari negro”.

Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” del distrito de
San Juan, provincia de Maynas y departamento de Loreto; en la localidad de

Quistococha, Carretera Iquitos-Nauta, km 7.
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Anexo 2. Obtencion del extracto

(1 20
Molienda (1) y extraccion hidroalcohdlica (2), determinacion de polifenoles totales y
capacidad antioxidante (3) del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos

“tahuari negro” se desarrollo en el. Laboratorio del Instituto de Investigacion en

Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara”, Facultad de

Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

“4)

Determinacion del efecto citotoxico en lineas celulares (4) y lectura (5) del extracto

hidroalcohdlico del Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari
negro” se desarrollo en el. Laboratorio de Investigacion y Desarrollo (LID) de la

Facultad de Ciencias y Filosofia, Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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Anexo 3. Clasificacion taxondmica (Centro de Investigacion de Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana)

Centro de Investigacién de
=/ 'UNAP Recursos Naturales
Herbarium Amazonense - AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORTIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA

El coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botanica entregado por Cesar Grandez Rios, a este centro de
investigacion y ensefianza, el cual fue verificado e identificado en este Herbarium
Amazonense-AMAZ, CIRNA-UNAP, como a continuacion se indica:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Bignoniaceae
Genero: Handroanthus Mattos
Especie: obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos
Nombre Cientifico: Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos

Nombre vulgar: "tahuari”
Determinado: afo, 2019

Se expide la presente constancia al interesado para los fines que se estime
conveniente.

Atentamente,

lquitos, 11 de Marzo, 2019

Inﬁdm. Ruiz Macedo >28ee2”
Curador del Herbarium Amazonense, AMAZ-CIRNA-UNAP

Direccion Pevas/Nanay - Iquitos Perd Pagina1de 1 Centro de Investigacion de Recursos Naturales
Apdo. 496
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Anexo 4. Analisis estadistico del extracto hidroalcohdlico de la corteza del

Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” empleando el

método del ABTS®"

ANOVA
Absorbancia
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 414 4 .104 824.113 .000
Intra-grupos .001 10 .000
Total 415 14

COMPARACIONES MULTIPLES

Variable dependiente: Absorbancias

HSD de Tukey
Intervalo de confianza al 95%
(I) Concentraciones Diferencia de medias Error tipico Sig.
() Limite inferior | Limite superior
0 5 ug/ml .0829000 .0091505 .000 1052785 113015
10 ug/ml 1427333 .0091505 .000 112618 172849
20 ug/ml 2565000 .0091505 .000 226385 286615
40 ug/ml 4795000 .0091505 .000 449385 509615
5ug/ml 0 -.0829000" .0091505 .000 -113015 -.052785
10 ug/ml .0598333 .0091505 .000 029718 .089949
20 ug/ml 1736000 .0091505 .000 143485 203715
40 ug/ml .3966000° .0091505 .000 366485 426715
10 0 -1427333 .0091505 .000 -172849 -112618
ug/ml 5 yg/mi -.0598333" .0091505 .000 -.089949 -.029718
20 ug/ml 1137667 .0091505 .000 .083651 143882
40 ug/ml 3367667 .0091505 .000 306651 366882
20 0 -.2565000" .0091505 .000 -.286615 -.226385
ugiml 5\ g/mi -.1736000" .0091505 .000 -203715 -.143485
10 ug/ml -1137667 .0091505 .000 -.143882 -.083651
40 ug/ml 2230000 .0091505 .000 192885 253115
40 0 -.4795000° .0091505 .000 -509615 -.449385
ugiml ug/ml -.3966000" .0091505 .000 -426715 -.366485
10 ug/ml -.3367667 .0091505 .000 -.366882 -.306651
20 ug/ml -.2230000° .0091505 .000 -253115 -.192885

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Anexo 5. Analisis estadistico del estandar Trolox® empleando el método del ABTS®"

ANOVA
Absorbancias
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 571 4 143 1942.646 .000
Intra-grupos .001 10 .000
Total 572 14

COMPARACIONES MULTIPLES

Variable dependiente: Absorbancias

HSD de Tukey

Diferencia de medias

Intervalo de confianza al 95%

(I) Concentraciones (1-J) Error tipico Sig. o Limite
Limite inferior .
superior
0 1 ug/ml .1096667 .0069981 .000 .086635 .132698
2 ug/mi .2150667 .0069981 .000 .192035 .238098
3.5 ug/ml .3744000° .0069981 .000 .351369 397431
5 ug/ml 5523000 .0069981 .000 529269 575331
1ug/ml 0O -.1096667 .0069981 .000 -.132698 -.086635
2 ug/mi .1054000° .0069981 .000 .082369 128431
3.5 ug/ml 2647333 .0069981 .000 241702 .287765
5 ug/ml 4426333 .0069981 .000 419602 465665
2ug/ml 0 -.2150667 .0069981 .000 -.238098 -.192035
1 ug/ml -.1054000 .0069981 .000 -.128431 -.082369
3.5 ug/ml .1593333" .0069981 .000 .136302 .182365
5 ug/ml .3372333" .0069981 .000 .314202 .360265
3.5 0 -.3744000° .0069981 .000 -.397431 -.351369
ug/ml 4 yg/mi -.2647333" .0069981 .000 -.287765 -.241702
2 ug/mi 1593333 .0069981 .000 -.182365 -.136302
5 ug/ml 1779000 .0069981 .000 .154869 .200931
5ug/ml 0 -.5523000° .0069981 .000 -.575331 -.529269
1 ug/ml -.4426333 .0069981 .000 -.465665 -.419602
2 ug/mi -.3372333 .0069981 .000 -.360265 -.314202
3.5 ug/ml - 1779000 .0069981 .000 -.200931 -.154869

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Anexo 6. Analisis estadistico del extracto hidroalcohdlico de la corteza del
Handroanthus obscurus (Bureau & K. Schum.) Mattos “tahuari negro” empleando el

método del DPPH*

ANOVA
Absorbancias
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos .080 .027 826.820 .000
Intra-grupos .000 .000
Total .080 11

COMPARACIONES MULTIPLES

Variable dependiente: Absorbancias
HSD de Tukey

Diferencia de

Intervalo de confianza al 95%

(I) Concentraciones medias (1)) Error tipico Sig. Limite inferior | Limite superior
0 10.416 ug/ml .0781000 .0046245 .000 1063291 1092909
20.833 ug/ml 1169333 .0046245 .000 102124 131743

41.667 ug/ml 2259667 .0046245 .000 211157 240776

10.416 0 -.0781000° 0046245 .000 -.092909 -.063291
ug/ml 50 833 ug/ml .0388333" 0046245 .000 024024 053643
41.667 ug/ml 1478667 .0046245 .000 133057 162676

20.833 0 -1169333" .0046245 .000 131743 -102124
ugml 40 416 ug/ml -.0388333" .0046245 .000 -.053643 -.024024
41.667 ug/ml 1090333 0046245 .000 094224 123843

41667 0 -.2259667 .0046245 .000 -240776 -211157
ugiml 45 416 ug/mi -1478667 0046245 000 -162676 -133057
20.833 ug/ml -1090333" 0046245 .000 -123843 -.094224

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Anexo 7. Analisis estadistico del estandar Trolox® empleando el método del DPPH*®

ANOVA
Absorbancias
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 194 4 .049 1065.982 .000
Intra-grupos .000 10 .000
Total 194 14

COMPARACIONES MULTIPLES

Variable dependiente: Absorbancias
HSD de Tukey

Oit ad Intervalo de confianza al 95%
(I) Concentraciones r;gé?:;'ﬁ_‘])e Error tipico Sig. Limite inferior Limit‘e
superior

0 0.4167 ug/ml .0303000 10055079 1002 012173 1048427
0.8333 ug/ml .0703000" .0055079 .000 052173 088427

1.667 ug/ml 1475333 .0055079 .000 129407 165660

3.3333 ug/ml 3180667 .0055079 .000 .299940 336193

0.4167 0 -.0303000° .0055079 .002 -.048427 -012173
ug/ml o 8333 ug/ml .0400000 .0055079 .000 021873 058127
1.667 ug/ml 1172333 .0055079 .000 .099107 135360

3.3333 ug/ml 2877667 .0055079 .000 269640 305893

0.8333 0 -.0703000° .0055079 .000 -.088427 -.052173
ug/ml 0 4167 ug/ml -.0400000° .0055079 .000 -.058127 -.021873
1.667 ug/ml 0772333 .0055079 .000 .059107 .095360

3.3333 ug/ml 2477667 .0055079 .000 229640 265893

1667 0 -1475333 .0055079 .000 -.165660 -129407
ug/ml 4 4167 ug/ml -1172333" .0055079 .000 -.135360 -.099107
0.8333 ug/ml -.0772333 .0055079 .000 -.095360 -.059107

3.3333 ug/ml 1705333 .0055079 .000 152407 188660

3.3333 0 -.3180667 .0055079 .000 -.336193 -.299940
ug/ml 6 4167 ugimi -.2877667 0055079 000 -305893 -.269640
0.8333 ug/ml -2477667 .0055079 .000 -.265893 -.229640

1.667 ug/ml -.1705333" .0055079 .000 -.188660 -.152407

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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