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1. Resumen

Existe creciente evidencia que muchas de las enfermedades son consecuencia de los procesos
oxidativos celulares que estan involucrados en el dafio a las biomoléculas, contribuyendo a la
etiologia de enfermedades crénicas y degenerativas.

Se ha reportado que dentro de los metabolitos secundarios para la familia Passifloraceae, se
encuentran diferentes compuestos fendlicos como flavonoides; estos compuestos estan
relacionados con actividad antioxidante fue por ello que se decidié estudiar tres especies de esta
familia, que son nativas de nuestro pais, P. ligularis, P. edulis y P. incarnata. Las especies se
colectaron en diferentes partes de Guatemala, Chimaltenango y Suchitepéquez, después se
identificaron y se secaron, para dejarles una humedad residual por debajo del 10%. Se prepararon
extractos de diclorometano y metanol por percolacidon y rotavaporacion. Se identificaron vy
cuantificaron flavonoides y fenoles totales; asi mismo se determind la actividad antioxidante por
medio de un método cualitativo, la cromatografia en capa fina (CCF) y dos métodos cuantitativos
espectrofotométricos con 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) y el ensayo de decoloracidn de radical
cationico del reactivo acido 2,2'-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS).

Los mejores porcentajes de extraccién se obtuvieron con los extractos metandlicos de las tres
especies, dando el mayor rendimiento P. incarnata (16.02%), el andlisis de flavonoides se realizo
sobre el material vegetal y se detecto por CCF y en tubos la presencia de diferentes flavonoides; la
cuantificacion se realizd expresandola como rutina y también como vitexina, el cual es el
flavonoide repesentativo de estas especies, danto el mayor cantidad en P. incarnata con un
10.51% y 23.6% respectivamente. Mientras que en la cuantificacion de fenoles totales los
mayores porcentajes se encontraron en los dos extractos de P. ligularis, el de metanol y el de
diclorometano (31.93ug/g y 30.80ug/g respectivamente).

La actividad antioxidante se determind cualitativamente por CCF, en donde todos los extractos
evidenciaron una actividad positiva; la cuantificacion de esta actividad se realizé por el método de
DPPH que sirve para determinar dicha actividad de compuestos con caracteristicas polares, con
este método se determiné que la mejor actividad la presentd el extracto de metanol de P. ligularis
con un ICsg 1.65mg/ml. Con el método de ABTS se cuantifica la actividad de compuestos con
caracteristicas mds apolares y por este método la mejor actividad también se presentd con el
extracto de metanol de P. ligularis con un ICsq de 2.22mg/ml. Se realizaron los célculos de

equivalentes de Trolox de actividad antioxidante (TEAC), en el cual se observé que los extractos de



metanol de las especies presentaron la cantidad mas alta de TEAC, obteniéndose los mejores
resultados en el extracto de metanol de P. ligularis con un valor de 23.6mmol/g de extracto, lo
cual coincide con los resultados de ICsq encontrados con el método de DPPH y ABTS.

Se observé concordancia entre los resultados obtenidos por el método de DPPH, ABTS y fenoles
totales; para determinar la actividad antioxidante ya que en todos la mejor actividad fue
presentada por P. ligularis en su extracto metandlico, ademas los otros extractos de las otras
especies mantuvieron cierta relacién.

Se determind que las especies nativas de Passiflora que se estudiaron si presentan una
actividad antioxidante, por lo que ademads de los usos terapéuticos que ya se le atribuyen a esta
familia, como lo es analgésica, espasmolitico, relajante, entre otros; tienen potencial como

antioxidantes los cuales tienen una amplia aplicacion en cosmética, alimentos o medicamentos.



2. Introduccidn

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacién. La oxidacién es una
reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un agente oxidante. Las
reacciones de oxidacién pueden producir radicales libres que comienzan reacciones en cadena que
danan las células. Los radicales libres son componentes que se generan en el organismo, estan
implicados en numerosos eventos fisiopatoldgicos como envejecimiento, cancer, arterosclerosis y
diabetes, ocasionados por el proceso oxidativo que producen dichos compuestos. Aunque las
reacciones de oxidacidon son cruciales para la vida, también pueden ser perjudiciales. Por lo tanto
las plantas y los animales mantienen complejos sistemas de multiples tipos de antioxidantes, tales
como glutatién, vitamina C y vitamina E, asi como enzimas tales como la catalasa, superdxido
dismutasa y varias peroxidasas. Los niveles bajos de antioxidantes o la inhibiciéon de las enzimas
antioxidantes causan estrés oxidativo y pueden dafiar o matar las células.

Para contrarrestar la accién de los radicales libres se requiere de compuestos que posean
actividad antioxidante y que a su vez no presenten toxicidad, la cual se ha observado en
antioxidantes artificiales que generalmente se utilizan como aditivos en alimentos. Esta desventaja
abre el campo en el estudio y exploracién en el ambito de las plantas en busqueda de metabolitos
con actividad antioxidante y con menos efectos toxicos.

Es por ello que se realizd un estudio de la actividad antioxidante de tres especies de la familia
Passifloracea, de esta forma ampliar los conocimientos que se tiene de dicha familia, la cual
presenta especies con gran potencial terapéutico.

Dicha actividad se determind mediante tres métodos: uno cualitativo, la cromatografia en capa
fina, este para poder descartar qué extractos puedan ser de interés cuantitativo; ademas los otros
dos métodos son cuantitativos la espectrofotometria con 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) que
sirve para la deteccidon de moléculas de tipo polar; y el ensayo de decoloracién de radical catidnico
del reactivo acido 2,2'-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS). Este permite la
cuantificacion de moléculas de tipo apolar. Ambos reactivos ayudan en la determinacion de la
actividad antioxidante segun la presencia de diferentes grupos funcionales en los metabolitos, con
lo que se podria tener una nocion de qué tipo de molécula es la que pueda presentar mds
actividad antioxidante en los extractos de las plantas. Con estos métodos se pudo determinar si

existe o no actividad antioxidante en las tres especies estudiadas de |la familia Passifloraceae, y de
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presentar actividad antioxidante poder ser comparada contra una sustancia de referencia como lo
es el Trolox.

Ademas se cuantifico la presencia de compuestos con posible actividad antioxidante como los
flavonoides y compuestos fendlicos, esto para poder determinar si la presencia de los mismos

pueda tener una implicacién en su actividad antioxidante.



3. Antecedentes

3.1 Definicion de antioxidante:
El término antioxidante fue utilizado originalmente para referirse especificamente a un
producto quimico que previniera el consumo de oxigeno. A finales del siglo XIX y a principios
de siglo XX, extensos estudios fueron dedicados a las aplicaciones de antioxidantes en
importantes procesos industriales, tales como la prevencidon de la corrosiéon del metal, la
vulcanizacion del caucho, y la polimerizacién de combustibles en la formacién de escoria en
motores de combustién interna (Matill, 1947, 177).

Las primeras investigaciones sobre el rol de los antioxidantes en biologia se centraron en
su uso en la prevencién de la oxidacion de grasas insaturadas, que es la causa de la rancidez
(German, 1999, 22). La actividad antioxidante podia ser medida simplemente colocando la
grasa en un contenedor cerrado con oxigeno y midiendo la tasa de consumo de éste. Sin
embargo fue la identificacién de las vitaminas A, C, y E como antioxidantes la que revolucioné
el campo y condujo a dilucidar la importancia de los antioxidantes en la bioquimica de los
organismos vivos (Jacob, 1995, 16; kninght, 2001, 331).

Los posibles mecanismos de accidn de los antioxidantes fueron investigadas por primera
vez cuando fue reconocido que una sustancia con actividad antioxidante es probable que sea
una que se oxida a si misma facilmente (Moreau, 1992, 321). La investigacién en cémo la
vitamina E previene el proceso de peroxidacién de lipidos condujo a la identificacion de
antioxidantes como agentes reductores que previenen reacciones oxidativas, a menudo
depurando especies reactivas del oxigeno antes de que puedan dafiar las células (Wolf,

2005,363).

3.2 Radical libre:

Un radical libre es una especie quimica con uno o mas electrones desapareados en un
orbital externo, por lo cual constituye una molécula altamente inestable. Entre los radicales
libres mas importantes, estan los derivados del oxigeno: el anidn superdxido, el perdxido de
hidrégeno, el radical hidroxilo y el oxigeno. Por sus propiedades oxidantes, los radicales libres
reaccionan rapidamente con casi cada tipo de molécula biolégica hallada en forma libreo o

formando parte de las diferentes estructuras celulares de los seres vivientes, tales como:
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glicidos, fosfolipidos, aminoacidos, nucléotidos, dcidos grasos, lipoproteinas y membranas
celulares (Montero, 2007, 54).

Las fuentes mdas comunes de generacion de radicales libres son: las radiaciones
(ultravioleta, rayos X, infrarrojo), el metabolismo (ejercicio extenuante, bebidas alcohdlicas,
drogas y péptidos alfa-amiloides), las sustancias quimicas ambientales (ozono, nitrégeno,
productos de combustién, tabaco, hidrocarburos halogenados y metales pesados) y las
infecciones (bacterianas, viricas, parasitarias y priones). En la actualidad se reconoce que
alrededor de 60 patologias pueden estar relacionadas con el aumento de radicales libres

(Montero, 2007, 54).

3.3 Clasificacion de los antioxidantes:

Los antioxidantes se clasifican en dos amplios grupos, dependiendo de si son solubles en
agua (hidrofilicos) o en lipidos (hidrofébicos). En general los antioxidantes solubles en agua
reaccionan con los oxidantes en el citoplasma celular y el plasma sanguineo, mientras que los
antioxidantes liposolubles protegen las membranas de la célula contra la peroxidacion de
lipidos (Sies, 1997, 291). Estos compuestos se pueden sintetizar en el cuerpo u obtener de la
dieta (Vertuani, 2004, 1677). Los diferentes antioxidantes estan presentes en una amplia
gama de concentraciones en fluidos corporales y tejidos, con algunos tales como el glutation
o la ubiquinona mayormente presente dentro de las células, mientras que otros tales como el
acido urico se distribuyen mas uniformemente a través del cuerpo.

La importancia relativa y las interacciones entre estos diferentes antioxidantes constituye
un area compleja, con varios metabolitos y sistemas de enzimas teniendo efectos sinérgicos e
interdependientes unos de otros (Claudiére, 1993, 10; Sies, 1993, 213). La accién de un
antioxidante puede depender de la funcidon apropiada de otros miembros del sistema
antioxidante (Stohs, 1995, 321). La cantidad de proteccion proporcionada por cualquier
antioxidante depende de su concentracién, de su reactividad hacia la especie reactiva del
oxigeno y del estado de los antioxidantes con los cuales interactda(Vertuani, 2004, 1694).

Algunos compuestos contribuyen a la defensa antioxidante quelando los metales de
transiciéon y evitando que catalicen la produccion de radicales libres en la célula.
Particularmente importante es la capacidad de secuestrar el hierro, que es la funcién de

proteinas de unidén al hierro tales como la transferrina y la ferritina (Imlay, 2000, 395). El
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selenio y el zinc son comunmente mencionados como nutrientes antioxidantes pero estos

elementos quimicos no tienen ninguna accién antioxidante ellos mismos sino que se

requieren para la actividad de algunas enzimas antioxidantes.

3.4 Metabolitos con actividad antioxidante:

En las plantas existen una gran variedad de metabolitos secundarios que pueden actuar

como antioxidantes, de los cuales podemos mencionar:

34.1

3.4.2

Tocoferoles y tocotrienoles:

La vitamina E es el nombre colectivo para un sistema de ocho tocoferoles y
tocotrienoles relacionados, que son vitaminas antioxidantes liposolubles (Herrera,
2001, 43). De éstos, el a-tocoferol ha sido muy estudiado ya que tiene la
biodisponibilidad mas alta y el cuerpo preferentemente absorbe y metaboliza esta
forma (Brigelius, 1999, 1145). La forma del a-tocoferol es la mas importante de los
antioxidantes liposolubles y protege las membranas de la célula contra la oxidacion
reaccionando con los radicales del lipido producidos en la reaccién en cadena de
peroxidacion de lipidos (Herrera, 2001, 47). Esto quita las formas intermedias de
radicales libres y evita que la propagacién de la reaccidon en cadena contintde. Los
radicales oxidados del a-tocoferoxil producidos en este proceso se pueden reciclar de
nuevo a la forma reducida activa a través de la reduccion por el ascorbato, el retinol o
el ubiquinol (Wang, 1999, 309). Las funciones de las otras formas de la vitamina E
estan menos estudiadas, aunque el y-tocoferol es un nucledéfilo que puede reaccionar
con mutagenos electrofilicos (Brigelius, 1999, 1155) y los tocotrienoles puede que
tengan un rol especializado en la neuroproteccién (Sen, 2006, 2088).

Carotenoides:

Estan entre los pigmentos naturales mas comunes y han sido caracterizados hasta
ahora mds de 600 compuestos diferentes. Los carotenoides son responsables por
muchos de los colores rojos, amarillos y naranja de las hojas, frutas y flores de los
vegetales, asi como también por el color de algunos insectos, aves, peces y
crustaceos. Solamente pueden ser sintetizados por plantas, hongos, bacterias y algas,
sin embargo muchos animales los incorporan a través de la dieta. Dos carotenoides

dietarios importantes son el licopeno y el B-caroteno (Cantrell, 2003, 47; Stahl, 2003,
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3.4.3

345). Estos estan involucrados en la eliminacidn (scavenging) de dos de las especies
reactivas del oxigeno, el oxigeno singlete y el radical peroxilo. Ademas son efectivos
desactivando moléculas excitadas electronicamente las cuales estan involucradas en
la generacién tanto de radicales como del propio oxigeno singlete (Van, 2003, 215).
Los carotenoides, barren eficientemente los radicales peroxilos, especialmente
cuando la tensién de oxigeno es baja.

Polifenoles:

Son fitoquimicos de bajo peso molecular, esenciales para el ser humano. Estos
constituyen uno de los metabolitos secundarios de las plantas, mas numerosos vy
distribuidos por toda la planta, con mas de 800 estructuras conocidas en la
actualidad. Los polifenoles naturales pueden ir desde moléculas simples (acido
fendlico, fenilpropanoides, flavonoides), hasta compuestos altamente polimerizados
(ligninas, taninos). Los flavonoides representan el subgrupo mdas comudn y
ampliamente distribuido y entre ellos los flavonoles son los mas ampliamente
distribuidos. Al estar ampliamente distribuidos en el reino vegetal, constituyen parte
integral de la dieta (Girgin, 2004, 19; Soobrattee, 2005, 200; Halliwel, 2005, 2685). Los
polifenoles poseen una estructura quimica ideal para la actividad como consumidores
de radicales libres. Su propiedad como antioxidante, proviene de su gran reactividad
como donantes de electrones e hidrégenos y de la capacidad del radical formado para
estabilizar y deslocalizar el electrén desapareado (termina la reaccién en cadena) y de
su habilidad para quelar iones de metales de transicién (Vaya, 2001, 99). Los
polifenoles poseen una porcién hidrofilica y una porcién hidrofdbica. Su capacidad
antioxidante estd directamente relacionada con el grado de hidroxilacion del
compuesto (Girgin, 2004, 25). Los flavonoides tienen una poderosa accién
antioxidante in Vitro, siendo capaces de barrer un amplio rango de especies reactivas
del oxigeno, nitrégeno y cloro, tales como el superdxido, el radical hidroxilo, el radical
peroxilo, el acido hipocloroso, actuando como agentes reductores. Ademas pueden

guelar iones de metales de transicién (Halliwel, 2005, 2760; Roginsky, 2003, 261).
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3.5 Estudios de antioxidantes realizados:

3.5.1

3.5.2

Actividad antioxidante aplicando un ensayo de decoloracion mejorado del cation
ABTS:

Un método para el cribado de la actividad antioxidante es reportado como un
ensayo de decoloracién aplicable tanto a antioxidantes lipofilicos como hidrofilicos,
incluyendo flavonoides, hidroxicinamatos, carotenoides y antioxidantes plasmaticos:
El radical pre-formado monocation de 2,2’-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS™) es generado por la oxidacién de ABTS con persulfato de potasio y
es reducido en la presencia de antioxidantes donadores de protones. Durante la
determinacién de la actividad antioxidante se debe tomar en cuenta tanto la
concentracién del antioxidante como la duracién de la reaccién en la inhibicion de la
absorcion del radical catidénico. Este ensayo claramente mejora, en diversas formas, al
ensayo original (ensayo mioglobina férrica/ABTS) para la determinacién de la
actividad antioxidante. Primero, la quimica involucra la generacion directa del radical
monocatiénico ABTS sin involucrar un radical intermedio. Segundo, es un ensayo de
decoloracién; por tanto, el radical catidénico es pre-formado previo a su adicién al
ensayo de sistemas antioxidantes, en lugar de que la generacién del radical tome
lugar continuamente en la presencia del antioxidante. Por consiguiente, los
resultados obtenidos con el sistema mejorado pueden no siempre ser comparables
con aquellos obtenidos usando el ensayo TEAC original. Tercero, es aplicable tanto

para sistemas acuosos como lipofilicos (Re, 1999, 1231).

Presencia y actividad de los antioxidantes naturales en las bebidas espirituosas a
base de plantas:

En vista del creciente interés en antioxidantes naturales y su papel en el
mantenimiento de la salud y el bienestar, se realizd un estudio para medir la
presencia y actividad de los antioxidantes naturales en diferentes bebidas
espirituosas a base de plantas. Utilizando tres métodos diferentes la oxidacién de los
acidos linoleico, valoracién en base a DPPH y un método de fluorescencia en TLC;
variaciones significativas en antioxidantes naturales se encuentran las actividades

comerciales en 11 muestras de bebidas espirituosas a base de plantas. Los resultados
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de las bebidas espirituosas a base de plantas se compararon con la capacidad
antioxidante del vino tinto, asi como antioxidantes naturales purificados como
catequina, quercetina, eugenol, acido ascorbico, y trans-resveratrol (Imark, 2000,

239).

Comparacién de los contenidos de antioxidantes de frutas, verduras y té de medida
como la vitamina C equivalentes:

La mayor parte de los beneficios para la salud de té negro y té verde hecho de
Camellia sinensis se atribuyen a su contenido de antioxidantes. Muchas plantas y
especias se han utilizado para hacer infusiones que se refiere erréneamente como
"té". La expresién "rico en antioxidantes" se usa a menudo para describir este tipo de
infusiones, a menudo sin apoyo cientifico. Se ha utilizado el método DPPH para
cuantificar el total de la capacidad de barrido del radical (RSC) de una amplia gama de
"té", frutas y hortalizas, los resultados se presentaron como equivalentes de vitamina
C. Estos resultados se compararon con la RSC de las porciones recomendadas de
frutas y hortalizas en la piramide nutricional de una dieta sana y equilibrada. La EC50
resultados muestran que hay diferencias estadisticamente significativas en la RSC de
té negro y té verde. Sin embargo, la RSC de "té" hecho a partir de otras especies de
plantas son significativamente inferiores. Los resultados muestran que una o dos
tazas de té podrian proporcionar una cantidad similar de RSC como cinco porciones

de frutas y verduras o 400mg equivalentes de vitamina C (Toit, 2001, 63).

Evaluacién de propiedades antioxidantes de la corteza de la raiz Hemidesmus R. Br.
(Anantmul):

Hemisdesmus indicus R. Br. (Asclepiadaceae) es una especie bien conocido en el
sistema de la medicina Ayurveda. En el presente estudio, la actividad antioxidante del
extracto metandlico de la corteza de raiz de H. indicus se evalud en varios modelos in
vitro e in vivo. Ademas, el andlisis fitoquimico preliminar TLC del extracto se
establecié para caracterizar el extracto que mostré propiedades antioxidantes. El
extracto se encontrd que tienen diferentes niveles de propiedades antioxidantes en

los modelos probados, DPPH vy los radicales superdxido, su actividad fue intensa
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(EC50 = 18,87 y 19,9g/ml, respectivamente). También inhibe la peroxidacidn lipidica
del higado homogenizado (EC50 = 43,8g/ml) y la hemdlisis inducida por fenilhidrazina
(EC50 = 9,74g/ml), que confirma la estabilizacién de la membrana. El secuestro de
radicales libres puede ser uno de los mecanismos por los que esta especie es eficaz

como antioxidante (Ravishankara, 2002, 153).

Actividad antioxidante de radicales libres y la capacidad de barrido de gases entre
las plantas medicinales de Korea y flavonoides ensayo guiada por la comparacion:
Varias plantas medicinales coreanas fueron seleccionadas para evaluar la
capacidad de barrido de radicales libres y actividades antioxidantes que utilizan
comunmente en ensayos. Se extrajeron con diclorometano, metanol o etanol,
respectivamente, y se seleccionaron los mejores resultados de actividad antioxidante.
Flavonoides, tales como la catequina, morina, naringenina, quercetina y rutina, se
incluyeron y se utilizan como estandares en este estudio. Cada una de las muestras
bajo las condiciones del ensayo mostraron una relacién dosis-dependiente contra los
radicales libres del efecto de DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl) y un efecto
inhibidor de la xantina oxidasa y la peroxidacién lipidica. Entre los extractos de
plantas, la corteza de la raiz de Morus alba y |la hoja de Saururus chinensis mostraron
valores altos en SC50 o ID50. También mostraron un efecto protector sobre el dafio
del ADN causado por los radicales hidroxilos generados por la radiacion UV-inducida
por la fotdlisis del perdxido de hidrégeno. Este potencial antioxidante correspondié

con los resultados de ensayo DPPH espectrofotométrico (Chang, 2002, 1161).

Capacidad antioxidante de algunos comestibles y plantas cicatrizantes de heridas en
Oman:

Un examen etnobotanico de los usos de las plantas en Oman llevé a investigar
algunas hierbas curativas y comestibles para la actividad antioxidante, usando los
métodos de anadlisis de DPPH in vivo y el método de fosfomolibdeno. De las 19
plantas investigadas, los extractos acuosos etandlicos de Becium dhofarense,
Publicaria crispa, Allophylus rubifolius, Olea europea, Acacia senegal, Pluchea arabica,

Anogeissus dhofarica, Moringa halcon, Crodia perrottettii, Ficus lutea y Acalypha
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indica mostraron mejor la inhibicién del radical DPPH en 89-93 %, después de 15
minutos de incubacion en una concentracion de 50ug/ml. Los valores de 1Csyp mas
bajos de 4.45 y 8.5 pug/ml se observaron para la extractos etandlicos de A. dhofarica y
A. rubifolius. La mas alta capacidad antioxidante total como equivalentes de acido
galico 1790, 913, 814, 893 mg/g se obtuvieron de extractos etandlicos de P.crispa,
O.europea, peregrina de M. y Caralluma quadrangula en el ensayo de
fosfomolibdeno. A. dhofarica una planta endémica, activa contra Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida albicans. Los usos de las plantas son

racionalizadas sobre la base de su capacidad antioxidante (Marwah, 2005).

Actividad antioxidante in vitro y captacion de efectos de extracto de hoja de
Cinamomum verum ensayada por diferentes metodologias:

La capacidad de captacién de radicales libres y actividad antioxidante de los
extractos metandlicos de hoja de Cinamomum verum (CLE) fueron estudiados en
comparacion con compuestos de antioxidantes como trolox, Anisol oxhidrilo butilado,
el 4cido gdlico y acido ascérbico. El extracto metandlico de hoja de Cinamomum
verum mostré actividad de depuracidn de radicales libres, especialmente contra el
radical DPPH y el cation ABTS. Ellos también demostraron reducir la potencia y
actividad quelante de metal, junto con la actividad de depuraciéon del radical
oxhidrilo. La actividad inhibitoria de peroxidacién del CLE usando un sistema de
emulsion de acido linoleico mostrd actividad antioxidante muy buena (Mathew,

2005).

Actividad antioxidante de algunos constituyentes fendlicos de pimiento verde (Piper
nigrum L.) y nuez moscada fresca (Myristica fragans ):

El potencial antioxidante de compuestos fendlicos de pimiento verde (Piper nigrum
L.) y lignanos de nuez moscada (Myristica fragans) fueron evaluadas por su habilidad
para acomplejar al radical 1,1’- difenil - 2-picrylhidrazyl (DPPH), inhibir la peroxidacion
lipidica y proteger de dafios al plasmido DNA de la exposicion a radiacién gamma. Los
valores de CE 5o valores de los principales compuestos fendlicos de pimiento verde es

decir, glucésido 3, 4-dihirofenil etanol, 3,4-dihidroxi-6-(N-ethilamino) benzamida y
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glucdsidos fendlicos acidos fueron encontrados en 0.076, 0,27 y 0,12 mg/ml,
respectivamente, lo que sugiere una alta actividad depuracion radical de estos
fenoles. Estos resultados fueron confirmados aun mas con voltametria ciclica. El
extracto de acetona de nuez moscada y su posterior aislamiento de fracciones para
TLC estuvo constituida principalmente de lignanos segun lo revelado por GC-MS
analisis. Los principales compuestos se identificaron tentativamente y el patrén de
masa de fragmentacion espectral. La capacidad de depuracién de acetona de extraer
al radical DPPH, asi como sus fracciones era comparativamente inferior que los
fenoles de pimiento verde. En contraste, en estas fracciones habia una mayor
capacidad para inhibir la oxidacidon de lipidos que fenoles de pimienta segun lo
revelado por andlisis del B-caroteno y acido linoleico. Un rol protector de ADN de
estos compuestos incluso a dosis tan altas como 5Kg sugirié ademas el uso potencial
de pimiento verde y nuez moscada fresca y sus extractos como un nutracéutico para

prevenir el dafio oxidativo a las células (Chatterjee, 2006).

Comparacion de la capacidad antioxidante y citotoxicidad de ciertas cdscaras de
frutas:

Un estudio explord el potencial de los materiales de desperdicio de las frutas como
fuentes de antioxidantes naturales. Se usaron las cascaras de ocho tipos de frutas
comunmente consumidas en Tailandia. Los extractos etandlicos de las cdscaras de
frutas fueron sometidas al cribado mediante los radicales DPPH y ABTS. Los
resultados de ambos ensayos fueron similares, los tres extractos que marcadamente
presentan un alto poder anti-radical libre fueron los extractos de cadscara de Punica
granatum (granada), Nephelium lappaceum (rambutdn) y Garcinia mangostana

(mangostan) (Okonogi, 2007).

Radicales, antioxidantes y actividad citotdxica de las plantas Caatinga brasilena:
Extractos de 32 plantas de la regidn nor-este brasilefia fueron evaluados mediante

ensayo de radical DPPH, beta-caroteno y citotoxicidad. Entre los extractos estudiados

Bysonima cf. gardneriana, Mascagnia coriacea. Cordia globosa, Diodia apiculata y

Hypenia salzmannii mostraron la mas alta de las actividades de barrido y el radical
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DPPH en el ensayo de B-Caroteno la actividad mas alta fue presentada por Passiflora
cincinnata, Chamaecrista repens, B. cf. gardneriana, Rollinia leptopetala, Serjania
glabrata, Diospyros gaultheriifolia, C. globosa, Mimosa ophtalmocentra, M. cariacea y
Lippia cf. gardneriana, Rollinia leptopetala, Serjania gladrata, Diospyros
gaultheriifolia, C. globosa, Mimosa ophtalmocentra, M. coriacea y Lippia cf.
microphylla. En cambio, R. leptopetala, Zornia cf. brasiliensis y Leonotis nepetifolia

fueron los mas activos en la especie H. Esp (Juceni, 2007).

Actividad antibacteriana, citotdxica y antioxidante de Passiflora edulis Sims:
Fracciones cloroformo y éter de petréleo del extracto etanolico de hojas y tallo de
la planta Passiflora edulis, fueron sujetos a estudios de actividad antioxidante,
antibacteriana y citotdoxica. Todas las fracciones mostraron potente actividad
antioxidante, del cual la fraccién de cloroformo y éter de petrdleo del tallo demostro
una marcada actividad antioxidante con un ICsq valorado de 51.28ug/ml y 54.01pg/ml
respectivamente. En el caso de actividad antibacteriana la fraccién de cloroformo del
extracto de hoja mostro moderada actividad antibacteriana en de 7-10 contra 12
microorganismos en una concentracion de 50ug/disco pero no se observo actividad
en la fraccién de extracto de éter de petréleo. El extracto de cloroformo y éter de
petréleo del tallo mostraron una notable actividad antibacteriana a una
concentracién de 500ug/disco en un rango de 8-17 and 7-12 respectivamente contra
12 microorganismos. Fue evidente que el extracto de cloroformo y éter de petréleo
de tallo y hojas tienen significativa citotoxicidad con potencial de LCs, de 6.63pug/ml,

6.89ug/ml, 7.91pg/mly 11.17ug/ml respectivamente (Ripa, 2009).

Los estudios sobre la actividad terapéutica de especies de Passiflora son escasos,

Unicamente se ha determinado un potencial terapéutico como sedante, para el tratamiento

de la ansiedad, hipertensién, estrés, nerviosismo. No existen estudios sobre su actividad

antioxidante en Guatemala, pero si en otras partes del mundo como en Japdn, Polonia, con el

método del DPPH empleando como muestra extractos cloroformicos, de éter de petréleo y el

jugo de la fruta; con esto se observa la importancia del estudio de las especies y observar si
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las colectadas en Guatemala y de otro tipo de extracto presentan un comportamiento similar
al reportado en los otros estudios.

Al analizar la composicion quimica de la familia Passifloracea, se puede observar que
presenta metabolitos secundarios con grupos fendlicos, los cuales pueden tener una actividad
antioxidante, por lo que se puede realizar un estudio de la posible actividad para asi

aumentar los conocimientos que se tiene sobre esta familia, asi como sus usos medicinales.
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4. Justificacion

En el organismo se acumulan diferentes sustancias provenientes ya sea del propio metabolismo
o por la contaminacion ambiental; estas sustancias pueden llegar a causar problemas a la salud de
las personas. En los ultimos afios se ha determinado que muchas enfermedades pueden ser
provocadas por radicales libres, sustancias que tienen la capacidad de causar oxidaciones en el
organismo y desencadenar enfermedades graves como cancer. Debido a esto es indispensable
investigar sustancias naturales que presenten actividad antioxidante y con menos toxicidad que
los compuestos sintéticos que presentan dicha actividad, utilizados actualmente como aditivos

alimenticios.

Es por ello importante evaluar la actividad antioxidante de tres especies de la familia
Passifloraceae (Passiflora edulis, P. incarnata y P. ligularis), para determinar si presentan actividad
antioxidante por medio de la cromatografia en capa fina, la espectrometria con DPPH (1,1-Difenil-
2-picrilhidrazil); y el ensayo de decoloracidn de radical catidnico del reactivo acido: 2,2 -azinobis-
(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS); lo cual puede servir de precedente para

posteriores estudios farmacolégicos sobre las especies de dichas familias.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo General:

511

Comparacidn de la actividad antioxidante de extractos metandlicos y diclorometanicos de
tres especies de la familia Passifloracea (Passiflora edulis, P. incarnata y P. ligularis)
colectadas en Guatemala, por medio de un método cualitativo y dos cuantitativos que

analizan diferente tipo de moléculas polares y apolares.

5.2. Objetivos Especificos:

5.21

5.2.2

5.2.3

5.24

Evaluar la presencia de flavonoides en las tres especies de pasiflora mediante pruebas

cualitativas de coloracion y cromatografia en capa fina (CCF)

Valorar cualitativamente la actividad antioxidante de los extractos vegetales por medio del

método de DPPH por Cromatografia de Capa Fina.

Determinar la concentracion inhibitoria de radicales libres de los extractos vegetales a
través del la espectrometria con DPPH (1,1-Difenil-2-picrilhidrazil); y el ensayo de
decoloracién de radical catidonico del reactivo acido: 2,2-azinobis-(acido 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)

Cuantificar los fenoles totales y flavonoides presentes en cada una de las especies a

estudiar.
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6. Hipotesis

Por lo menos uno de los extractos vegetales a ensayar presenta actividad antioxidante y

compuestos fendlicos que pueden estar relacionados con dicha actividad.
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7. Materiales y Métodos

7.1. Universo:

7.1.1.

Poblacidn:
Tres especies de la familia Passifloraceae (Passiflora edulis, Passiflora incarnata,

Passiflora ligularis).

7.1.2 Muestra:

Hojas de Passiflora edulis, Passiflora incarnata, Passiflora ligularis.

7.2. Materiales

7.2.1 Materiales y Equipos

Percolador de acero inoxidable
Rotavapor

Balanza semianalitica y balanza analitica
Bomba de vacio

Desecadora

Campana de extraccién de gases
Cdmaras cromatograficas
Gradillas para tubo de ensayo
Refrigeradora

Estufa eléctrica

Asperjador de vidrio

Lampara de UV/VIS
Cromatoplaca de Silicagel 60 Fs4
Espectrofotémetro CARY-50
Ampolla de decantacion

Papel filtro

Agitador tipo Vortex

Sonicador



7.2.2 Reactivos

Rutina
Quercetina
Acetato de etilo
Acido acético

Acido férmico

1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
Acido 2,2’-azin-obis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS)

Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)

Ter- butilhidroxianisol (BHA)
Persulfato de potasio

Acido Ascérbico

Acido galico

Eugenol

Reactivo de Folin-Ciocalteau
Acido linoleico

a-Tocoferol

Etanol

Metanol

Diclorometano

B-caroteno

Licopeno

Reactivos para fase movil de las cromatografias en capa fina

Reactivos especificos para la determinacion de metabolitos secundarios

7.3. Métodos:

7.3.1.

Recoleccion:

20

El material vegetal serd recolectado en Samayac, Suchitepéquez y San Jése Poaquil,

Chimaltenango, en la época de invierno. Conforme a la naturaleza de la parte a estudiar

para cada especie se obtendrd una muestra representativa de 1 kg; 250 g seran
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identificados y guardados como muestra de referencia, y los 750 g restantes seran
sometidos a las pruebas de laboratorio fitoquimico. Las muestras seran procesadas
conforme a técnicas convencionales de secado y molienda. El almacenamiento, embalaje
y transporte se realizara conforme a los principios aceptados de buenas practicas de

cultivo y post-cosecha (WHO, 1998, 115).

7.3.2. Secado y molienda de la planta:

A la planta secar, moler, realizar la prueba de humedad residual, y si ésta es mayor a
lo permitido (<10%) secar en horno a 40°C hasta que cumpla con las especificaciones de
humedad. La molienda de la planta realizarla utilizando un tamiz No. 5 para disminuir el
tamafio de particula. Separar de 200-300 g de la planta molida y rotularla con nombre,

fecha y parte de la planta a analizar (Sharapin, 2000, 205).

7.3.3. Obtencion de extractos:

7.3.3.1 Llenado del percolador

a) Colocar en la punta del percolador un pedazo de algodén adecuado, de
manera que sirva de filtro de forma circular y colocarlo cubriendo el fondo del
percolador.

b) Tapar la punta del percolador con un tapdn plastico.

c) Agregar la tercera parte de la cantidad pesada de materia vegetal seca y
cubrir con diclorometano.

d) Verificar que no queden burbujas y si las hay, hacer presidn con una espatula
para desaparecerlas.

e) Agregar el resto del material vegetal seco y cubrir nuevamente con
diclorometano, repetir el paso anterior.

f) Rotular el percolador con el nombre cientifico de la planta, nombre comun,
fecha y peso. Dejar reposar por 12-24 horas para que reaccione.

g) Abrirlallave del percolador y dejar gotear hasta que salga todo el disolvente.
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Agregar el disolvente recuperado a la materia en extraccidn en el percolador,
repetir esta operacion tres veces antes de comenzar a concentrar en
rotavapor.

Pasar el disolvente recogido al baldn del rotavapor para concentrar.
Terminado tres veces la rotavaporacion del extracto de diclorometano, llenar
el percolador, que tiene el material vegetal, con metanol. Esto para obtener el
extracto metanolico; lavar el material vegetal tres veces y concentrar el

extracto.

7.3.3.2 Concentracién en rotavapor:

a)

b)

c)

d)

e)

f)
g)

h)

Encender el bafio de Maria y llevar la temperatura a 40+1°C.

Engrasar todas las partes esmeriladas y armar el rotavapor segun el
instructivo especifico.

Succionar la solucién obtenida del percolador.

Conectar la bomba de vacio y el rotavapor, e iniciar la destilacién del extracto
con recuperacion del disolvente hasta llevar a la consistencia semisdlida. Para
el extracto de diclorometano no se trabajo con vacio, mientras que el extracto
de metanol se trabaja con vacio aproximadamente 337mmHg

Verter el extracto concentrado en un cristalizador de vidrio debidamente
tarado y rotulado.

Colocar en una desecadora durante 7-15 dias.

Cuando el extracto tenga consistencia sdlida, pasar a viales debidamente
tarados y rotulados.

Calcular el rendimiento del extracto y guardar en viales o recipientes

herméticos a 4°C.
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7.3.4 Evaluacion de la actividad antioxidante:

7.3.4.1 Determinacién de la actividad antioxidante por cromatografia en capa fina

(Gudiel, 2009):

Aplicar 10uL de muestra y 5uL del estdndar antioxidante terc-butil-
hidroquinona (TBHQ), rutina, quercetina, vitamina C, vitamina E y Trolox en la
cromatoplaca de silicagel 60F;s,

Colocar la placa en la camara de vidrio saturada previamente con acetato de
etilo-acido acético-acido férmico-agua (100:11:11:26).

Secar y asperjar con 2,2-defenil-2-pricrilhidrazilo (DPPH) (1mg/ml en metanol)
Deteccidn: si los extractos presentan actividad antioxidante se observa la

decoloracién del DPPH en las bandas respectivas.

7.3.4.2 Determinacidn de la actividad antioxidante por el método de DPPH (2,2-difenil-1-

pricril-hidrazilo) mediante espectrofotometria UV-VIS (Cérdova, 2009, Gudiel, 2009; Om,

2008, 154; Vasco, 2008, 167):

Preparacion de solucion madre: Pesar 0.1g de extracto seco y agregar 5ml de metanol

absoluto luego introducirlo en el sonicador por 30 minutos, para obtener la soluciéon

madre. De esta solucién madre preparar una serie de diluciones:

Diluciones
No. tubo Extracto Metanol Dilucion
1 1 4 0.2
2 2 3 0.4
3 3 2 0.6
4 4 1 0.8
5 5 0 1.0

De estas disoluciones se encontrara el porcentaje de inhibicidn que esté entre (60-70%).

A) Solucién de 1,1-Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) 500uM en metanol: Pesar

0.0219g de reactivo de DPPH y disolver con metanol hasta un volumen de
100ml en un baldn aforado. Agitar la solucién y conservar en un recipiente
ambar Por ser una solucién inestable, se recomienda preparar la solucién en

mismo dia que se va a emplear, preparando Unicamente lo necesario.
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Buffer de acetato: Para preparar un litro de buffer se debe pesar 5.98g de
acetato de sodio disolverlo con agua destilada y trasvasar a un balén de
1000ml; antes de aforar adicionar 3ml de acido acético glacial. Aforar con

agua destilada y agitar. El buffer tendrd un pH de 5.5

Preparacion de los tubos de reaccidn: Utilizar tubos de vidrio con capacidad
de 10ml, de preferencia nuevos. En caso de no contar con tubos nuevos,
emplear tubos que se hayan lavado correctamente, agregando agua
desmineralizada después de su lavado para evitar que interfieran sustancias
contenidas en el agua de chorro. Recubrir los tubos completamente con papel
aluminio para proteger la reaccidon de la luz, la cual puede degradar la
vitamina C. Preparar una serie de tubos que contiene los reactivos que se

citan a continuacion:

Reactivo Blanco Control Control Ensayo*

Blanco de
ensayo

Buffer de acetatos Iml Iml 1ml Iml

Metanol 2ml 1.5ml 1.9ml 1.4ml

Solucionde DPPH | - 0.5ml | - 0.5ml

Dilucion de cada muestra | - | - 0.1ml 0.1ml

* Cada tubo de ensayo de cada dilucién de muestra se prepara por triplicado.

D)

Agitar los tubos preparados de esta forma en un vortex durante 30 segundos
y luego incubar a temperatura ambiente protegidos de la luz durante 30
minutos. Leer a una longitud de onda de 517nm. Siempre debe leerse la

absorbancia del control y del ensayo versus el blanco respectivo.

Registro de los resultados y calculo del porcentaje de inhibicion de la
absorbancia: Registrar los valores obtenidos de la curva en base al siguiente

esquema:
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Para calcular el porcentaje de inhibicion de la concentracion se emplea la siguiente

férmula:

Absorbancia del control — absorbancia de la dilucidon * 100 = % de inhibicion

Absorbancia del control

Luego graficar la concentracidn del extracto (eje X) vrs porcentaje de absorbancia (eje Y).
Determinar la ecuacion de la recta y el r* el cual se debe encontrar entre 0.97-0.99.

Expresar la actividad antioxidante en términos de la concentracién de inhibicion al 50%
(ICs0), que es la concentracidn del extracto requerida para dar un 50% de disminucién de
absorbancia de DPPH. Para ello se emplea la ecuacion de la recta, quedando la formula de

la siguiente manera:

ICso = (50 — pendiente )/ intercepto

6.3.4.3 Determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo de decoloracién de
radical catidnico del reactivo acido: 2,2 -azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) (Re, 1999; Vasco, 2008):

A. Preparacién de solucion madre: Pesar 0.1g de extracto seco y agregar 5ml de

metanol absoluto luego introducirlo en el sonicador por 30 minutos, para
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obtener la solucién madre. De esta solucién madre preparar una serie de

diluciones:
Diluciones
No. tubo | Extracto | Metanol | Dilucion
1 1 4 0.2
2 2 3 0.4
3 3 2 0.6
4 4 1 0.8
5 5 0 1.0

De estas disoluciones se encontrara el porcentaje de inhibicion que esté

entre (60-70%), con un R* 0.97-0.99.

B) Preparacién de estandares:

Trolox 2.5mM, se prepara en etanol, emplear diluciones de 0-15uM
Vitamina C: Pesar 0.1g y diluir con 5ml de metanol, preparar diluciones de
0.03-0.04-0.05-0.06-0.07/5ml

Vitamina E: Pesar 10mg y diluir con 5ml de metanol, preparar diluciones
de 0.8-0.9-1-1.1-1.2/5

Rutina: Pesar 40mg y diluir en 20ml de metanol, preparar diluciones de 2-
2.5-3-3.5-4/5.

Quercetina: Pesar 10mg y diluir con 5ml de etanol, preparar diluciones de
0.2-0.25-0.3-0.35-0.4/5

Ter-butilhidroxiquinona (TBHQ): Pesar 10mg y diluir con 5ml de etanol,
preparar diluciones de 0.4-0.5-0.6-0.7-0.8/5

C) Solucién de 2,2'-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS™)

7mM en agua: Para preparar 10ml pesar 38.41mg y diluir con agua hasta

10ml.

D) Solucion de persulfato de potasio 2.45mM en agua: Para preparar 5ml pesar

3.31mg y diluir con agua hasta 5ml.
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E) Formacién del catién (ABTS"): se produce por la reaccidn de la solucidn stock
de ABTS con persulfato de potasio 2.45mM, una proporcién 2:1; y dejando la
mezcla en un lugar oscuro por al menos 16-18 horas a temperatura ambiente

antes de su uso. Se prepara un dia antes de realizar la prueba.

F) Preparacidon de la solucién de uso: La solucién ABTS™ es diluida con etanol
hasta lograr una absorbancia de 0.70 + 0.02 a 734nm y equilibrado a 30°C. Se

emplea una dilucién 1/30 a 1/35 para obtener dicha absorbancia.

G) Preparacion de los tubos de reaccién: Utilizar tubos de vidrio con capacidad
de 10ml, de preferencia nuevos. En caso de no contar con tubos nuevos,
emplear tubos que se hayan lavado correctamente, agregando agua
desmineralizada después de su lavado para evitar que interfieran sustancias
contenidas en el agua de chorro. Recubrir los tubos completamente con papel
aluminio para proteger la reaccidon de la luz, la cual puede degradar la
vitamina C. Preparar una serie de tubos que contiene los reactivos que se

citan a continuacion:

Reactivo Control Ensayo*
Solucién de ABTS' 3ml 3ml
Diluciondecada | 300l
muestra

* Cada tubo de ensayo de cada dilucion de muestra se prepara por triplicado.
El blanco de la corrida es etanol al 95%. Tanto la solucién de ABTS® como la
muestra deben haber estado en la incubadora a 30°C minimo 30 minutos

antes de mezclarlos.

La lectura de la absorbancia se toma a 30°C exactamente un minuto después de la

mezcla inicial, al cuarto minuto y al minuto seis.

Para calcular el porcentaje de inhibicion de la concentracién se emplea la siguiente

férmula:
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Absorbancia del control — absorbancia de la dilucidon * 100 = % de inhibicion

Absorbancia del control
Luego graficar la concentracion del extracto (eje X) vrs porcentaje de absorbancia (eje Y).

Determinar la ecuacidn de la recta y el r* el cual se debe encontrar entre 0.97-0.99.

Expresar la actividad antioxidante en términos de la concentracidn de inhibicién al 50%
(ICs0), que es la concentracidn del extracto requerida para dar un 50% de disminucidn de
absorbancia de ABTS. Para ello se emplea la ecuaciéon de la recta, quedando la formula
de la siguiente manera:

ICso = (50 — pendiente )/ intercepto

La capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) de un extracto representa la
concentracién de solucién de Trolox que tiene la misma capacidad antioxidante que el
extracto. Los valores de TEAC se determinan como sigue:

DA:roiox= (At=0 Trolox = At=6 Trolox) — DAsolvent(0-6 min)

AAiroiox= M * [Trolox]

TEACextracto™= (AAextracto/m) d

Donde AA = reduccion de la absorbancia, A=absorbancia al tiempo dado, m =pendiente

de la curva estandar, [Trolox]= concentracidn de trolox, d= factor de dilucién.

7.3.5 Determinacion de flavonoides:
e Ensayo macroy semimicro:

Disolver 3g de extracto seco vegetal en etanol al 50%. Agregar 15ml de éter de
petrdleo hasta que la extraccién se torne incolora. Disolver el residuo en 30ml de
metanol al 80%, filtrar y dividir en 5 tubos:

Tubo 1: agregar 0.5ml de 4cido sulfurico concentrado.

Tubo 2: agregar 3 a 5 gotas de cloruro férrico al 10% (p/v)

Tubo 3: agregar 0.5ml de acido clorhidrico concentrado y calentar en bafio de maria
por 5 minutos (prueba para leucoantocianinas).

Tubo 4: agregar magnesio metdlico y 0.5ml de acido clorhidrico concentrado.
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Tubo 5: agregar un dlcali a un extracto acuoso.
Tubo 6: testigo.

Evaluacion de reacciones: cambios de color y/o formacion de precipitado
comparados con el testigo. Desarrollo inmediato de color flavonas y flavonoles
(amarillo a rojo), flavononoles (rojo a magenta), flavonas (rojo, magenta, violeta, azul),
isoflavonas (amarillo), isoflavononas, chalconas y auronas no dan coloracion (Kuklinski,
2000, 515; Sharapin, 2000, 205; Santa, 1992; WHO, 1998, 115; Lock, 1988, 300; Vila,
2003, 2801; Farmacopea Espafiola, 2002).

e Ensayo en cromatografia en capa fina:
Concentrar hasta 1ml de extracto vegetal y aplicar en la cromatografia.

Solucién estdndar: emplear solucidén estandar de rutina, quercetina, hiperosido, acido

clorogenico, etc. (10pl).
Fase movil: n-butanol- acido acético glacial- agua (40:10:50 6 20:5:25)

Fase estacionaria: placa de silica gel 60F s,

Deteccidn: Spray revelador: reactivo de productos naturales (NP/PEG). Un tipico color
fluorescente intenso en UV 365nm es producido inmediatamente al agregar el
revelador, o después de 15 minutos. La adicidn de propilenglicol disminuye el limite de
deteccion de 10ug a 0.5ug. (NP: solucion metanolica al 1% de difenilboriloxietilamina.
PEG: solucién etandlica al 5% de polietilengicol 4000).

Aplicar a la placa vapores de amoniaco para intensificar el color de las manchas
(Sharapin, 2000, 205; Santa, 1992; WHO, 1998, 115; Lock, 1988, 300; Vila, 2003, 2801;

Farmacopea Espafiola, 2002).

7.3.6. Cuantificacion de metabolitos:
7.3.6.1 Cuantificacion de flavonoides expresados como rutina (Cordova, 2009; Gudiel,
2009):

e Solucidn madre: Pesar 1.5g de material vegetal molida y pasar a un baldn de

reflujo, adicionar 100ml de etanol al 60% y poner a reflujo en un bafio de
agua durante una hora. Dejar enfriar y filtrar, pasar el filtrado a un balén

aforado de 250ml. Agregar otros 100ml de etanol al 60% al material vegetal y
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llevar nuevamente a reflujo durante una hora. Dejar enfriar, filtra y juntar con
el filtrado anterior. Aforar hasta 250ml con etanol al 60%.

e Preparacién de referencia: Pesar 10mg de la sustancia de referencia de rutina

y disolver en metanol absoluto llevando al aforo a 10ml.

e Solucién 1: Colocar 2.0ml de la muestra y 2.0ml de cloruro de aluminio al 2%
en un matraz aforado de 25ml y llevar al aforo con metanol absoluto.

e Solucidn 2: Colocar 2.0ml de la muestra en un matraz de 25ml y llevar al aforo
con metanol absoluto.

e Solucidn 3: Colocar 2.0ml de la solucién de referencia y 2.0ml de cloruro de
aluminio al 2% en un matraz de 25ml y llevar al aforo con metanol absoluto.

e Solucidn 4: Colocar 2.0ml de la solucién de referencia en un matraz aforado
de 25ml y llevar al aforo con metanol absoluto.

e Procedimiento: Medir la absorbancia de la soluciénl, después de 25 minutos
a 394nm, usando como blanco la solucién 2. Medir la absorbancia de la

solucion 3, después de 25 minutos a 394nm, usando como blanco la solucién

4.
e (Calculos:
% de flavonoides en base a rutina = A;P,V, * 100
APy
Donde:

A; = Absorbancia de la muestra

A, = Absorbancia de la solucién de referencia
P, = Peso de la muestra (mg)

P, = Peso del estandar. (mg)

V; = Volumen de aforo de la muestra (250ml)

V, = Volumen de aforo de la solucién de referencia (10ml)

7.3.6.2 Cuantificacion de flavonoides en base a vitexina (Farmacopea Espafiola, 2002):

e Disoluciéon madre. En un matraz de fondo redondo de 100 ml, introducir 0,200

g de droga pulverizada y afiadir 40 ml de alcohol al 60 por ciento V/V R.
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Calentar en un bafio de agua a 60 °C a reflujo durante 30 min mientras se
agita frecuentemente. Dejar enfriar y filtrar la mezcla a través de una torunda
de algoddn absorbente a un matraz de 100 ml. Poner el algoddn absorbente
con el residuo de la droga en el matraz de fondo redondo. Aiiadir 40 ml de
alcohol al 60 por ciento V/V Ry calentar otra vez en un bafio de agua a 60 °C a
reflujo durante 10 min. Dejar enfriar y filtrar la mezcla y el primer filtrado, que
estaba en el matraz de 100 ml, a través de un filtro de papel a un matraz
aforado de 100 ml. Diluir hasta 100 ml con el mismo disolvente, mientras se
lava el matraz, el matraz de fondo redondo y el filtro.

e Disolucidn problema. Poner 5,0 ml de la disolucién madre en un matraz.
Evaporar a sequedad a presién reducida y tomar el residuo con 10 ml de una
mezcla de 10 volimenes de metanol R y 100 voliumenes de acido acético
glacial R. Afiadir 10 ml de una disolucién formada por una disolucién de 25 g/I
de acido bdrico Ry 20 g/I de acido oxalico anhidro R en acido féormico anhidro
Ry diluir hasta 25,0 ml con 4cido acético anhidro R.

e Disolucidon de compensaciéon. En un segundo matraz poner 50 ml de la
disoluciéon madre. Evaporar a sequedad a presion reducida y tomar el residuo
con 10 ml de una mezcla de 10 volimenes de metanol R y 100 volimenes de
acido acético glacial R. Afadir 10 ml de acido férmico anhidro R y diluir hasta

25,0 ml con acido acético anhidro R.

Medir la absorbancia de la disolucidon problema tras 30 min por comparacién con
la disolucion de compensacion a 401nm.
A x0,8
m
Calcular el contenido en tanto por ciento de flavonoides totales, expresado como
vitexina, a partir de la expresién: tomando 628 como valor de la absorbancia
especifica. A = absorbancia de la disolucion problema a 401 nm, m = masa de la

sustancia a examinar en gramos.
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7.3.6.3 Cuantificacion de fenoles totales (Técnica macrométrica) (Cérdova, 2009):

Preparacion de los tubos de reaccién y de la curva de lectura: Utilizar tubos de
vidrio con capacidad de 10ml, de preferencia nuevos. En caso de no contar
con tubos nuevos, emplear tubos que se hayan lavado correctamente,
agregando agua desmineralizada después de su lavado para evitar que
interfieran las sustancias contenidas en el agua del chorro.

Preparar una serie de tubos que contengan los reactivos que se citan a

continuacion:

H,0 (ml) Acido galico (uL) | Reactivo de Folin- | Na,CO; 10%
solucion 1ug/10uL Ciocalteu (ml) (ml)
Blanco 4.000 0 0.4 0.8
Patrén 1 3.975 25 0.4 0.8
Patrén 2 3.950 50 0.4 0.8
Patrén 3 3.900 100 0.4 0.8
Patrén 4 3.850 150 0.4 0.8
Patrén 5 3.800 200 0.4 0.8
Patrén 6 3.750 250 0.4 0.8
Muestra 1a 3.950 50 0.4 0.8
Muestra 1b 3.900 100 0.4 0.8

Nota: Los tubos muestra 1a y 1b contienen la misma muestra con distintos
volumenes y se agitan en un vortex durante 30 segundos, luego incubar en
bafio de maria en un rango de 90-100°C por 1 minuto. Dejar enfriar y leer la

absorbancia a 765nm.

Para realizar los calculos obtener la media de las absorbancia de la muestra;
luego determinar la concentracion de la muestra utilizando la ecuacién de la
linea recta, despejando “x”. El resultado asi obtenido se utiliza para calcular
los ug equivalentes de acido gélico/mg peso seco. El calculo se realiza de la
siguiente forma:

ug equivalentes de acido galico/g de extracto=

[(Concentracion obtenida en base a la curva/0.05)*(peso alicuota/volumen

reconstitucién)*1000]*Dilucion

Concentracion en base a la curva= Absorbancia-Intersecto/Pendiente
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ug equivalentes de acido galico/g de extracto seco=
[(ug equivalentes de acido gélico/g de extracto)*(1/1-% Humedad de extracto

seco)]

7.4 Diseiio de la investigacion:

Se realizard un estudio experimental de tipo descriptivo.

7.5 Diseiio estadistico:

Se realizard un muestreo no probabilistico a conveniencia de las distintas especies
vegetales. Por conveniencia para cada extracto se realizaran las pruebas cualitativas de
coloracion y la cromatografia en capa fina para la determinacién de flavonoides, y
determinacién de la actividad antioxidante por cromatografia de capa fina, haciéndose un
analisis descriptivo. Se realizardn 4 réplicas de cada extracto obtenido de cada especie (6
extractos) y de los controles (5 controles) de los siguientes ensayos: determinacion de fenoles
totales, cuantificacidn de flavonoides, determinacion de la actividad antioxidante por DPPH y
ABTS. Para estos ultimos se calculara las medidas de tendencia central (media) y medidas de
dispersién (desviacidon estandar y coefiente de variacién). Asi mismo se hard una comparacion
descriptiva entre estos resultados, comparando los valores de ICsq de cada extracto en su
actividad antioxidante por DPPH y ABTS; ademds de comparar la capacidad antioxidante

equivalente de Trolox de cada extracto haciéndose un andlisis descriptivo.
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8.1 Obtencion del material vegetal: En la tabla # 1 se puede observar la procedencia del material

vegetal, la parte de la planta utilizada para la obtencién de los extractos necesarios para la

realizacion de las pruebas de actividad antioxidante.

Tabla # 1 Recoleccién del material vegetal

Cantidad
Parte de la .
Nombre Nombre de materia ) Coordenadas
e i planta Estado Procedencia e
cientifico comun vegetal Geograficas
recolectada
recolectada
Latitud
Passiflora San José 14°48'58”
Granadilla Hojas lkg Fresco
ligualaris Poaquil Longitud
90°54’45”
Ecoparcela El Latitud
Passiflora | Maracuya/ Kakawatal, 14°20°10.9”N
Hojas 0.5Kg Fresco
edulis Granadilla Samayac, Longitud
Suchitepéquez | 091230°37.1”0
Ecoparcela El Latitud
Pasiflora Maracuya/ Kakawatal, 14920°10.9”N
Hojas 1Kg Fresco
incarnata Granadilla Samayac, Longitud

Suchitepéquez

091230’37.1”0

Fuente: Datos Experimentales
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8.2 Obtencion de extractos por medio de percolacion y concentracidon con rotavapor: En la tabla

# 2 se puede observar la cantidad de material vegetal empleado para la realizacién de cada

extracto, cantidad de solvente, porcentaje de rendimiento y humedad del extracto seco. La

extraccion se inicio primero con diclorometano (solvente apolar) y posteriomente con

metanol (solvente polar), con este tipo de extraccién se puedo hacer una extraccién

fraccionada. En la gréfica # 1 se puede visualizar el rendimiento de cada extracto,

observédndose una comparacion entre cada especie.

Tabla # 2 Proceso de extraccion por percolador y rotavapor.

Humedad Rendimiento
Nombre Nombre Material del Cantidad Extracto de Humedad
cientifico comun vegetal material | de solvente ., de extracto
seco (g) extraccion
(g) vegetal (L) (%) seco (%)
(%) ’
Passiflora 2.0 CH,Cl, 4.93 2.47 6.34
Granadilla 200 8.29 *
ligualaris 2.0 MetOH 17.75 8.88 13.32
Passiflora | Maracuya/ 2.2 CH,(Cl, 10.22 5.11 7.50
200 8.39
edulis Granadilla 2.0 MetOH 19.42 9.71 11.84
Pasiflora | Maracuya/ 2.0 CH,Cl, 9.58 4.79 7.11
200 7.84
incarnata | Granadilla 2.0 MetOH 32.03 16.02 16.94

Fuente Datos Experimentales

* CH2CI2: Diclorometano; MetOH: Metanol

Ver foto del percolador y rotavaporacion en Anexo # 2




Grafica # 1 Porcentaje de rendimiento de extractos de especies de Passiflora
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Fuente: Datos Experimentales
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8.3 Determinacion de flavonoides: En la tabla # 3 se pueden observar los resultados de la

determinacién de flavonoides en extractos metandlicos, mediantes pruebas cualitativas de ensayo

macromeétrico. En la tabla # 4 la determinacidn de flavonoides en cromatografia en capa fina. Se

analizé la presencia de dicho metabdlito ya que se encuentra relacionado con la actividad

antioxidante.

Tabla # 3 Determinacidn de flavonoides en extractos metandlicos mediante pruebas macrométicas

i Acido Magnesio Acido
Acido Cloruro
clorhidrico | metalico 3 borico en | Resultado
Extracto sulfarico férrico Alcali
(HCI) + (Mg,) + anhidrido
(H,S0,) (FeCls)
Calor HCI acético
MetOH P.
+ + + + + + Positivo
ligularis
MetOH
+ + + + + + Positivo
P. edulis
MetOH
+ + + + + + Positivo
P. incarnata

* Fuente: Datos Experimentales (+) Indica cambios de color y formacion de prec

pitado comparado con el testigo. (Ver foto de resultados en Anexo # 3)




Tabla # 4 Determinacidn de flavonoides por medio de Cromatografia en Capa Fina
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Numero de Color UV de la
Muestra Rf Resultado
banda banda
1 Amarillo 0.48
P. ligularis 2 Verde 0.60 Positivo
3 Amarillo 0.92
1 Amarillo 0.33
. 2 Verde 0.44 .
P. edulis 3 Amarillo 0.61 Positivo
4 Rojo 0.94
1 Amarillo 0.35
P. incarnata 2 Verde 0.4 Positivo
3 Rojo 0.50
4 Rojo 0.94
Quercetina 1 Amarillo 0.66
Rutina 1 Amarillo 0.20 Estandar
Hiperosido 1 Anaranjado 0.41
Acido clorogenico 1 Celeste 0.29

*Fuente: Datos experimentales

Fase movil: acetato de etilo, acido férmico, acido acético glacial-agua (100:11:11:27) Deteccidn: reactivo de Productos Naturales (NP/PEG).

Fluorescencia azul o amarilla. Dependiendo la estructura fluorescen amarillo, azul o verde (Ver foto en anexo #4)

8.4 Cuantificacion de metabolitos: En la tabla # 5 se observa la cantidad de flavonoides

expresados como rutina vy vitexina en cada una de las especies, y en la grafica # 2 se puede

observar una la relacién de la cantidad de flavonoides mediante un esquema. La tabla # 6 muestra

la cantidad de fenoles totales, mediante ensayo macrométrico, expresados como pg equivalentes

de 4cido gdlico en gramo de extracto, y en la gréfica # 3 se puede observar una la relacién de la

cantidad de fenoles totales mediante un esquema. Se cuantificé dichos compuestos debido a que

sus estructuras se encuentran relacionas con la actividad antioxidante.
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Tabla # 5 Cantidad de flavonoides expresados como rutina y vitexina en material vegetal de

especies de Passiflora

. % de flavonoides totales
. % de flavonoides expresados como o .
Especie . . expresados como mg vitexina/g
mg de rutina/g de material vegetal de material vegetal
Passiflora ligularis 6.86 +0.10 11.2+0.5
Passiflora edulis 4.86+0.12 13.1+0.3
Passiflora incarnata 10.51 +0.15 23.6+0.5

Fuente: Datos Experimentales

Grafica # 2 Cantidad de flavonoides expresados como rutina y vitexima en material vegetal de

especies de Passiflora

Cantidad de flavonoides expresados
como rutina y vitexina

Porcentaje de Flavonoides

P. ligularis P. edulis P.incarnata

Especies de Passiflora H Rutina H Vitexina

Fuente: Datos Experimentales
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Tabla # 6 Cuantificacion de fenoles totales por medio de reactivo de Folin- Ciocalteu en extractos

diclorometanicos y metandlicos de especies de Passiflora

Volumen de ug de acido
Peso de Mx Dilucion
Especie Extracto reconstitucion galico/g de
(g) empleada
(ml) extracto

CH,Cl, 0.1136 5 1.75:5 30.80+2.49

P. ligularis
MetOH 0.1166 5 0.5:5 31.93+1.67
CH,Cl, 0.4064 20 1.5:5 17.28 +1.70

P. edulis

MetOH 0.4025 20 1.5.5 11.73 +1.08
CH,Cl, 0.4042 20 1.5:5 14.00 + 1.85

P. incarnata
MetOH 0.1103 5 1.5:5 22.38+1.40

Fuente: Datos Experimentales

Grafica # 3 Cantidad de fenoles totales en extractos de especies de Passiflora
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8.6 Determinacion de la actividad antioxidante: La tabla # 7 muestra los resultados cualitativos de
actividad antioxidante por medio de cromatografia en capa fina. Los resultados cuantitativos de la
actividad antioxidantes se pueden observar en la tabla # 8 por medio de DPPH, que es para
determinar la actividad antioxidante de compuesto con caracteristicas polares; y en la grafica # 4
se puede observar la comparacién entre los diferentes extractos segun el método de DPPH. La
tabla # 9 por medio de ABTS, que es para determinar la actividad antioxidante en compuesto con
caracteristicas mas apolares; y en la grafica # 5 se puede observar la comparacién entre los
diferentes extractos segin el método de ABTS. La grafica # 6 muestra los resultados obtenidos de
actividad antioxidante equivalente a Trolox en cada uno de los extractos. Por ultimo en la grafica #

7 se muestra una comparacion entre los resultados de DPPH y ABTS.

Tabla # 7 Determinacidn de la actividad antioxidante por cromatografia en capa fina de los

extractos metandlicos y diclorometanos de diferentes especies de Passifloracea

Especie Extracto Actividad antioxidante Resultado
. _ CH,Cl, ++ Positivo
P. ligularis —
MetOH +++ Positivo
) CH,Cl, ++ Positivo
P. edulis —
MetOH +++ Positivo
) CH,Cl, +++ Positivo
P. incarnata —
MetOH +++ Positivo
Rutina +++ Positivo
Quercetina FH+ Positivo
Estandar
B-Caroteno + Positivo
TBHQ +++ Positivo

Fuente: Datos Experimentales
Fase mavil: acetato de etilo, dcido férmico, acido acético glacial-agua (100:11:11:27)
Deteccion: reactivo de DPPH

(Anexo # 5 Foto de la cromatografia en capa fina)
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Tabla # 8 Determinacion de la actividad antioxidante por medio de reactivo de DPPH

(Método macrométrico)

Porcentaje | Determinacion dela
Volumen de L de actividad
. Peso de L Dilucién . L.
Especie Extracto reconstitucion inhibicion antioxidante
Mx (g) empleada
(ml) (%) expresado como ICs,
(mg/ml)
. . CH,Cl, 0.3079 15 1.75:5 65.16 5.48 +0.13
P. ligularis
MetOH 0.4041 20 0.7:5 64.95 1.65 + 0.07
. CH,Cl, 0.2114 10 1.4:5 59.03 4.96 +0.03
P. edulis
MetOH 0.4022 20 1.5.5 63.87 4.61+0.04
. CH,Cl, 0.2024 10 1.5:5 66.42 4.77 +0.07
P. incarnata
MetOH 0.2074 10 1.5:5 62.45 4.95+0.18
Trolox 0.010 0.1 60.25 0.182
Vitamina E . 0.011 0.18 65.45 0.2798
Vitamina C -’é’ 0.2007 10 0.008 67.40 0.01285
Rutina 2 0.1005 5 0.012 65.57 0.02623
Quercetina . 0.010 5 0.025 65.37 0.04146
TBHQ 0.010 5 0.08 68.71 0.1200

Fuente: Datos Experimentales (Anexo # 6 Fotos de cuantificacion de actividad antioxidante por DPPH, y anexo # 7 Curvas de calibracion de muestras y

estandares por el método de DPPH)

Grafica # 4 1Cso de actividad antioxidante de especies de Passiflora determinado por medio de

DPPH (Método macrométrico)
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Tabla # 9 Determinacidn de la actividad antioxidante por medio de reactivo de ABTS

(Método macrométrico)
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Porcentaje Determinacion de la | Equivalentes
Volumen de L de actividad de actividad
. Peso de L Dilucion . L. L.
Especie Extracto reconstitucion inhibicidn antioxidante antioxidante
Mx (g) empleada
(ml) (%) expresado como ICsq de Trolox
(mg/ml) (mmol/g)
. . CH,Cl, 0.2074 10 3:5 66.06 8.34+0.20 2.40
P. ligularis
MetOH 0.4041 20 0.7:5 61.12 2.22+0.04 12.39
P eduli CH,Cl, 0.4064 20 2.0:5 64.46 6.03 + 0.05 3.56
. edulis
MetOH 0.4025 20 2.0.5 61.27 5.39+0.08 4,97
. CH,Cl, 0.4042 20 2.0:5 63.15 6.35 + 0.07 3.03
P. incarnata
MetOH 0.4099 20 2.5:5 69.33 6.49 + 0.15 3.82
Trolox 0.010 5 0.04 78.17 0.2726 | e
Vitamina E _ 0.021 10 0.24 59.96 0.3846 | -
Vitamina C -‘é 0.010 5 0.012 61.13 0.0201 | e
Rutina 43 0.040 20 0.4 67.79 0.4232 | e
Quercetina . 0.010 5 0.07 61.64 0.1136 | e
TBHQ 0.010 5 0.24 60.59 0.1992 | -

Fuente: Datos Experimentales (Anexo # 8 Fotos de cuantificacion de actividad antioxidante por ABTS, y anexo # 9 Curvas de calibracién de muestras y

estandares por el método de ABTS)

Grafica # 5 I1Cso de actividad antioxidante de especies de Passiflora determinado por medio de

ABTS (Método macrométrico)
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Grafica # 6 Comparacion de la Actividad antioxidantes de equivalentes de Trolox en cada uno de

los extractos.
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Grafica # 7 Comparacion de ICs, de actividad antioxidante mediante el método de DPPH y ABTS
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Tabla # 10 Resumen resultados obtenidos de actividad antioxidante y cuantificaciones de metabolito en especies de Passiflora

de variacion

Identificacion de Cuantificacidn de Metabdlitos secundarios
%’ Determinacién de la Actividad Antioxidante
-5 flavonoides
o
4qc-)' (%) oo
— ~ ©
= S 8 o = 2
@ B 5 = g S = W e Fenoles S
D Extracto | § O e = 5 % E g =
73 = Z =Y £ _ W & 8 € = totalespgde | DPPH Clso ABTS Clso TEAC
& 25 |g 8| 58 E > |3 - § £ g
2 g = 2 L é -g g = @D acido galico/g ED o (mg/ml) (mg/ml) (mmol/g)
= w — o) = > £ =
§ _§ _GQDJ g e = 3 de extracto e
S 2 a > S S
a o o (@)
2 CH,Cl, 2.47 30.80+2.49 ++ 5.48+0.13 | 8.34+0.20 2.40
S e e
-S’ Positivo Positivo 6.86+0.10 11.2+0.5
R MetOH 8.83 31.93+1.67 +H+ 1.65+0.07 | 2.22+0.04 12.39
@ CH,Cl, 5.11 17.28 +1.70 ++ 4.96+0.03 | 6.03+0.05 3.56
S Positivo Positivo 4,86 +0.12
S 13.1+0.3
o MetOH 9.71 11.73 +1.08 +H+ 4.61+0.04 | 5.39+0.08 4.97
£ | cHal, | 479 N N 14.00 +1.85 it 4774007 | 6.35+007 | 3.03
§ Positivo Positivo 10.51+0.15 23.6+0.5
)
<
R MetOH 16.02 22.38+1.40 +H+ 4.95+0.18 | 6.49+0.15 3.82
Media 7.41 15.97 21.35 4.40 5.80 5.03
ente: Datos Exoerimental Coeficiente
uente: Datos experimentales 0.68 1.29 0.32 1‘38 2.01 2.17
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9. Discusion de Resultados

Se ha reportado que la actividad antioxidante en plantas se le atribuye a ciertos metabolitos
secundarios como caratenoides, polifenoles como flavonoides; entro otros (Cantrell, 2003, 47;
Sthal, 2003, 345; Girgin, 2004, 215); al elaborar las monografias de cada uno de las especies de
Passiflora estudiada (P. ligularis, P. edulis y P. incarnata) se pudo observar que dentro de su
composicidon quimica se encuentran varios de estos metabolitos por lo que se evallo la posible
actividad antioxidante de extractos polares y apolares de las especies. (Anexo 1 se encuentran las
fichas técnicas de cada una de las especies)

En la tabla # 1 se indica la procedencia del material vegetal, la cual fue recolectada en
diferentes partes del territorio nacional, se recolectd para el estudio las hojas de cada una de las
especies, dos de las especies fueron colectadas en Suchitepéquez y una proviene de
Chimaltenango, las especies son nativas de nuestro pais y los frutos son comestibles y empleados
en el comercio de las regiones en donde se cultivan.

Los extractos que se obtuvieron de cada especies fueron polares (extractos de metanol) y
apolares (extractos de diclorometano), esto para analizar la actividad antioxidante dependiendo
de la polaridad de los metabolitos. En la tabla # 2 y grafica # 1 se observan los porcentajes de
rendimientos de cada extracto, en donde los mayores rendimientos se obtuvieron con el metanol
en todas las especies. El mayor porcentaje de rendimiento de extracto de metanol se obtuvo en P.
incarnata, después en P. edulis y por ultimo P. ligularis. Por otra parte con los extractos de
diclorometano el mayor rendimiento fue con P. edulis, después P. incarnata y por ultimo P.
ligularis. Con esto se puede determinar que la mayor cantidad de metabolitos presentes en las
especies tiene caracteristicas polares y por ello fueron arrastrados por el metanol.

Entre los metabolitos a los cuales se les atribuye una posible actividad antioxidante estan los
flavonoides, las referencias bibliograficas de cada una de las especies indican la presencia de
flavonoides; es por ello que se analizé la presencia de dicho metabdlito en las especies por
pruebas cualitativas. En la tabla # 3 se reportan los resultados de las pruebas en tubo, con cada
uno de los reactivos para la determinacion de flavonoides, para todas las especies con cada
resultado se obtuvieron resultados positivos lo que indica efectivamente la presencia de
flavonoides en cada una de las especies. Las pruebas en tubos indican la presencia de flavonoides,

por lo que se realizd la cromatografia en capa fina de flavonoides para poder identificar los
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posibles flavonoides presentes segin estandares empleados; en la tabla #4 se puede observar los
resultados de la cromatografia en capa fina, en donde se compara a cada una de las muestras con
4 estandares de flavonoides y en base al color de cada banda y relacionando el Rf, se puede tener
una idea del posible flavonoides presente en las especies. Al observar los resultados de P. liglaris
se determinaron 3 bandas de color amarillo y verde, que son colores relacionados con la presencia
de flavonoides, al ver el color si coincide con los estdandares pero los Rf no, por lo que los
flavonoides detectados no tiene relacion con los estandares empleados esto indica que los
flavonoides presentes en las especies son diferentes. Por otra parte la P. edulis presentd 4 bandas
de las cuales hay dos amarillas que coinciden en color y Rf muy parecidos con el estdndar de
guercetina y rutina, esto indica que esta especie tiene presente estos flavonoides ademas de otros
dos que no fueron posibles identificar. Por ultimo la P. incarnata también presentd 4 bandas de
flavonoides de las cuales una coincide en color y Rf parecido con rutina, lo que indica la posible
presencia de este flavonoide en esta especie. Los resultados obtenidos coinciden con lo que se
reporta en la ficha técnica de cada especie.

Se realizd la cuantificacion de flavonoides debido a que estos metabolitos pueden estar
relacionados con una actividad antioxidante; ademds se cuantificé fenoles totales ya que también
se ha relacionado a compuestos con estructuras fendlicas con la actividad antioxidante. En la tabla
# 5y gréfica # 2 se encuentran los resultados de la cuantificacion de flavonoides en base a rutina
en la cual el mayor porcentaje se encontrd en P. incarnata con un valor de 10.51%, esto indica que
hay 10.51mg de rutina en 1g de material vegetal; la segunda con mayor cantidad fue P. ligularis y
el que menor cantidad presentd fue P. edulis. Se puede observar que esto mantiene cierta relacién
con el porcentaje de rendimiento de los extractos de metanol, ya que este metabolito tiene
propiedades polares, y se encontré en mayor proporcion en P. incarnata misma especie que dio el
mejor porcentaje de rendimiento en extracto metandlico. Asi mismo en dicha tabla y grafica se
pueden observar la cuantificacién de flavonoides en base a vitexina, el cual es el flavonoide que se
reporta en la farmacopea espafiola para la especie de P. incarnata, en dicha farmacopea indica
que la especie no debe presentar menos de 1.5% de flavonoides expresados como vitexina; como
se observa en la tabla # 5 el porcentaje de vitexina si cumple con lo establecido en la farmacopea,
ademas es la especie de Passiflora que mayor cantidad presentd. Al comparar la cuantificacion de

flavonoides en base a rutina y vitexina, es muy notorio que las tres especies de Passiflora
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analizadas presentan mayor cantidad de flavonoides como vitexina; esto indica que dicho
flavonoide es el representativo de las especies de flavonoides.

En cuanto a la cuantificacidén de fenoles totales se puede observar la tabla # 6 y gréfica # 3 que
la especie de P. ligualaris en ambos tipos de extractos presentaron la mayor cantidad de fenoles
totales, lo hace sospechar que la actividad antioxidante en dichos extractos puede estar presente;
por otra lado la cantidad de fenoles totales en las especies de P. edulis y P. incarnata se
comportaron de forma diferente, ya que el metandlico de P. incarnata presenté mayor cantidad
de fenoles totales que el de P. edulis; pero en los extractos de diclorometano fue diferente ya que
el de P. edulis presenté mayor cantidad de fenoles totales que en P. incarnata. Con esto se puede
observar que la distribucién de fenoles totales en cada una de las especies es diferente, asi como
las caracteristicas de polaridad de los compuestos fendlicos en cada especie. Ademas se pudo
observar que en las especies de P. ligularis y P. incarnata los extractos de metanol presentaron
mayor cantidad de fenoles totales que los de diclorometano, mientras que en P. edulis fue lo
contrario, presentd mayor cantidad de fenoles totales en el extracto apolar que en el polar.

La actividad antioxidante se evallo por medio de tres métodos, uno cualitativo y dos
cuantitativos; el primero en realizarse fue el cualitativo ya que si los extractos de las especies no
presentaban actividad antioxidante de forma cualitativa no se realizaria la cuantificacién, ya que
se determinaria desde un inicio que la especie no presentaba actividad antioxidante. En la taba # 7
se pueden observar los resultados cualitativos, el cual se realizd con el método de la cromatografia
en capa fina con revelador DPPH, en donde los resultados cualitativos de actividad antioxidante
fueron positivos para todos los extractos de las tres especies, comparandose con cuatro
estandares: quercetina, rutina, B-caroteno y terbutilhidroxiquinona (TBHQ) los cuales también
dieron actividad positiva. Estos estdndares son en su mayoria metabolitos secundarios de plantas
gue pueden estar presentes en los extractos de las plantas y pueden estar relacionados con la
actividad que presenten los extractos de las diferentes especies; y el TBHQ es un antioxidante
sintético.

Los métodos cuantitativos empleados fueron dos la espectrofotometria con 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) que sirvid para la deteccién de moléculas de tipo polar; y el ensayo de
decoloracién de radical catidnico del reactivo acido 2,2-azinobis-(acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulféonico) (ABTS), este permite la cuantificacion de moléculas de tipo polar. En la tabla # 8 y grafica

# 4 se observan los resultados de la actividad antioxidante por el método de DPPH, se expresaron
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los resultados por el ICso (mg/ml) que indican la concentracidn que inhibe el 50% de los radicales
que forman la oxidacién, para la determinacion del ICso se empled la ecuacién de la recta para
cada extracto, elaborada a partir de diferentes diluciones de cada extracto. Se determiné que la
mejor actividad antioxidante lo presentaron los extractos de metanol sobre los de diclorometano,
de ellos el extracto de metanol de P. ligularis fue el que mejores resultados presentd, ya que
inhibieron el 50% de los radicales de oxidacidn con la cantidad mas pequeiia de extracto. Después
el que mejor actividad presenté fue el extracto metandlico de P. edulis y el que menor actividad
presentd fue P. incarnata. Por otra parte los extractos de diclorometano presentaron menor
actividad en comparacién con los de metanol; en ellos la mejor actividad la presentd P. incarnata,
después P. edulis y la de menor actividad fue P. ligularis; esto demuestra que la distribucién de
compuestos con actividad antioxidante es diferente entre los extractos de la misma especie. Al
comparar los resultados de los extractos con los estdndares de referencia se puede observar que
los estandares presentan una actividad antioxidante muy superior a los extractos analizados.

En la tabla # 9 y grafica # 5 se observan los resultados de la actividad antioxidante medida en
base al método de ABTS expresandolos también en base al ICsy (mg/ml) para determinarlo se
empleo la ecuacion de la recta para cada extracto, elaborada a partir de diferentes diluciones de
cada extracto. Con este método se pudo observar que se detectd6 una menor actividad
antioxidante en los extractos que con el método de DPPH; esto indica que los compuestos con
caracteristicas apolares que estan presentes en cada uno de los extractos no presentan mucha
actividad antioxidante en comparaciéon con los compuestos con caracteristicas polares. En la
determinacién por esto método también se observd que la mayoria de los extractos de metanol
presentaron mejor actividad antioxidante que los extractos de diclorometano, a excepcién con P.
incarnata que el extracto de diclorometano presenté una ligeramente mayor actividad
antioxidante que el extracto de metanol. Entre los extractos de metanol que mejor actividad
antioxidante mostro fue el de P. ligularis, después el de P. edulis y por ultimo el de P. incarnata.
Por otra parte de los extractos de diclorometano el que mejor actividad presente fue el de P.
edulis, seguido del de P. incarnata y por ultimo el de P. ligularis. Al analizar los estdndares en base
a este método se puede observar que los mismos presentaron mejor actividad antioxidante que
los extractos.

Asi mismo en la tabla # 9 y gréfica # 6 se observan los resultados de la actividad antioxidante de

los extractos en base a equivalentes de Trolox (TEAC), el Trolox es una sustancia antioxidante de
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referencia. Al comparar los extractos de diclorometano y metanol, los de metanol en todas las
especies presentaron los mayores equivalentes de Trolox, lo que confirma que los resultados de
ICso, los cuales indicaban una mejor actividad en los extractos de metanol que en los de
diclorometano. Se pudo observar que la cantidad mds elevada de TEAC se encontrd en P. ligularis
en el extracto de metanol, mismo extracto que reporto los mejores resultados de actividad
antioxidante en base al IC5o, con ambos métodos de cuantificacién. Con esto se puede determinar
gue el extracto de metanol de dicha especie presenta el mayor nimero de equivalentes de Trolox
para una actividad antioxidante. Por otra parte la mejor cantidad de equivalente de Trolox se
reportd en el extracto de diclorometano de P. ligularis, mismo extracto que presentd la menor
cuantificacion de actividad antioxidante en ambos métodos segun el ICso. Con esto se puede
observar la relacién que se mantiene de la actividad antioxidante calculada en base a los ICs y los
resultados de TEAC.

Se puede observar que las diferentes especies de Passiflora presentaron una mejor actividad
antioxidante con el método que detecta compuestos con mas caracteristicas polares; como se
observa en la tabla # 10 se encuentra un resumen de todos los resultados obtenidos, en el cual
destaca que los extractos de metanol presentaron los mejores resultados en cuanto cuantificacion
de fenoles totales y la cuantificacidon de actividad antioxidante en ambos métodos. De las tres
especies la de P. ligularis fue la que mejores resultados presentd en sus extractos metandlicos
dando la mayor cantidad de fenoles totales y se encontré la mejor actividad antioxidante por
ambos métodos, pero con el método de DPPH se obtuvieron mejores resultados; esto indica que
los metabolitos que le dan propiedades antioxidante tienen caracteristicas polares. Por otro lado
el extracto de metanol de P. incarnata fue el que menor actividad antioxidante presenté en ambos
métodos. Por lo contrario los extractos de diclorometano que mejores resultados dieron fueron
los de P. incarnata, esto indica que en esta especie la actividad antioxidante se encuentra en sus
metabolitos con caracteristicas apolares. Y el extracto de diclorometano de P. ligularis fue el que
presentd la menor actividad antioxidante; por otra parte, ambos extractos de P. edulis se
encontraron siempre segundos en demostrar la mejor actividad antioxidante, siendo mejor el
extracto de metanol. Esto indica que entre las especies de Passiflora estudiadas presentan
diferentes metabolitos con caracteristicas polares o apolares, y que las mismas presentan

actividad diferente entre las especies estudiadas. La comparacion de la actividad antioxidante de
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los dos tipos de extractos estudiados en los dos métodos de cuantificacién se puede observar en la
grafica# 7.

Se han realizado en varios paises estudios sobre la actividad antioxidante de P. edulis, en Peru,
Japén, Polonia, en dichos paises determinaron la actividad antioxidante en extractos
cloroférmicos, de éter de petréleo y en el jugo de la fruta; en dichos estudios encontraron un ICsg
de 0.051-0.058mg/ml por el método de DPPH; al observar estos resultados y compararlos con los
obtenidos en la investigacion se puede notar que los extractos de metanol y diclorometano
obtenidos de la especie colectada en nuestro pais presenta una menor actividad antioxidante ya
que se determind un ICsq 4.61-4.96mg/ml, respectivamente para cada extracto. Esta diferencia se
puede deber a que se emplearon extractos diferentes, particiones que permiten un aislamiento
selectivo de metabolitos, por lo que en las particiones analizada en los otros estudios pudieron
aislar de interferentes a los metabolitos y por ello se presenté una mejor actividad antioxidante en
dichos estudios. Ademas de las diferencias en los metabolitos que se pueden presentar en las

plantas por el area de cultivo, época de colecta y entre otros factores.
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10. Conclusiones

10.1. Se determind que las especies presentan metabolitos que se han relacionado con la

actividad antioxidante como lo son flavonoides y otros polifenoles.

10.2. Las pruebas macrométricas, en tubos, para la deteccion de flavonoides en las especies
fueron positivas con todos los reactivos para la determinacion de flavonoides, lo que indica
que hay presencia de flavonoides en las tres especies de Passiflora. Asi mismo, la
cromatografia en capa fina permitié detectar la presencia de diferentes flavonoides en las

especies de Passiflora, se detectd la presencia de quercetina en P. edulis.

10.3. Se determind que todos los extractos en estudios presentardn actividad antioxidante por

el método de DPPH en cromatografia en capa fina.

10.4. Los mejores resultados de actividad antioxidante por el método de cuantitativo de DPPH
los presentaron los extractos metandlicos de P. ligularis, P. edulis y el extracto de
diclorometano de P. incarnata con un ICs; de 1.65mg/ml, 4.61mg/ml y 4.77mg/ml
respectivamente; por otra parte el extracto que menor actividad presenté fue el de

diclorometano de P. ligularis con un 1Cs, de 5.48mg/ml.

10.5. El método ABTS sirve para la deteccién de actividad antioxidante para compuestos que
presentan mas caracteristicas apolares, con este método los mejores resultados se
presentaron con los extractos metandlicos de P. ligularis, P. edulis y el extracto de
diclorometano de P. edulis con un ICsq de 2.22mg/ml, 5.39mg/ml y 6.03mg/ml
respectivamente; por otra parte el extracto que menor actividad presenté fue el de

diclorometano de P. ligularis con un ICso de 8.39mg/ml.

10.6. P. incarnata presentd la mayor cantidad de flavonoides expresados como rutina (10.51%),
seguida de P. ligularis (6.86%) y la mas baja P. edulis (4.86%). Con la cuantificacién de los
flavonoide en base a vitexina, que es el representativo de las especies de Passiflora, la

cuantificacion de flavonoides en base a vitexina presentd mayor cantidad P. incarnata.
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10.7. En la cuantificacion de flavonoides en base a vitexina, flavonoide caracteristico de la

especie de Passiflora, la mayor cantidad la presenté P. incarnata.

10.8. La mayoria de extractos de metanol fueron los que mayor cantidad de fenoles totales
presentaron, siendo los dos mayoritarios los extractos de metanol y de diclorometano de P.
ligularis con 31.93pug/g y 30.80 pg/g respectivamente; el extracto de metanol de P. incarnata
presentd 22.38ug/g. La cantidad mas baja de fenoles totales se encontrd presente en el

extracto de metanol de P. edulis con 11.73 pug/g.

10.9. PFassiflora ligularis fue la especie que mejores resultados mostré durante el estudio, ya que
presentd la mayor cantidad de fenoles totales y sus extractos metandlicos en ambos métodos

de cuantificacidn presentaron los mejores resultados de actividad antioxidante.

10.10. Los extractos de metanol de las especies de Passiflora presentaron los mayores
equivalentes de Trolox en actividad antioxidante, lo cual tiene relacion con los ICs

determinados por los métodos de DPPH y ABTS.

10.11. El extracto de metanol de P. ligularis presentd la mayor cantidad de equivalentes de Trolox
de actividad antioxidante de 12.39mmol de Trolox/g de extracto, lo cual tiene relacion con la

actividad antioxidante en base al ICsy, ya que dicho extracto dio los mejores resultados.

10.12. El mejor rendimiento de extracto se obtuvo con el extracto metandlico de P. incarnata
16.02%; asi mismo, el rendimiento mas bajo de extracto se obtuvo con el extracto de

diclorometano de P. ligularis 4.93%.
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11. Recomendaciones

11.1. Para Passiflora ligularis, que fue la especie estudiada con mejores resultados de actividad
antioxidante, realizar otro tipo de particiones y en ellos evaluar la actividad antioxidante; ya
gue con estas particiones se estarian seleccionando determinados metabolitos en cada

extracto y con ello se potencializaria la actividad antioxidante que presenta la especie.

11.2. Analizar otras partes de la planta para determinar si la distribucion de metabolitos es la

misma que en las hojas y si presenta actividad antioxidante.

11.3. Emplear otros métodos de deteccidn de actividad antioxidante, que no se basen en el
secuestro de radicales libres, como lo puede ser la peroxidacion del acido linoleico o

reduccion de hierro.

11.4. Evaluar el posible uso de P. ligularis como preservante en formulaciones cosméticas.

11.5. Estudiar la actividad antioxidante en el fruto de estas especies, ya que el mismo es

consumido como alimento en el territorio nacional.

11.6. Realizar otros estudios de actividad bioldgica para las diferentes especies de Passiflora.
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X. Anexos
1. Fichas técnicas de las especies en estudio

1.1. Passiflora ligularis Juss

Nombres comunes:
Granadilla, Carnal, Cranix, Granadilla real (Caceres, 1996)

Esquema:

Descripcion Botanica:

Es una enredadera larga, glabra; tallo recto, terete; estipulas ovado lanceoladas, 1-2.5cm de
largo, agudas o acuminadas, delgadas a la base, enteras o serradas; peciolos 4-10cm de largo,
con 4-6 glandulas filiformes, 3-10mm de largo. Hojas anchamente ovadas, 8-19cm de largo,
acuminadas, cordadas, cordadas a la base, enteras, membranosas. Flores 6-9cm de ancho,
caliz tubular campanulado; sépalos ovado-oblongos, 2.5-3.5cm de largo, agudos, verde por
fuera blancos por dentro. Fruto ovoide, 6-8cm de largo, pericarpio amarillo, grueso, pulpa
dulce. Semillas delgadas, 6mm de largo, tridentazas en el dpice (Caceres, 1996, Standley,

1970; VNPM, 2007).

Habitat:
Es nativa de las montafias de Guatemala, se encuentra en bosques mixtos, humedos o secos,

desde el sur de México, Centro y Sur América, en alturas de 900-1500msnm. En Guatemala se
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ha descrito o se cultiva en Alta Verapaz, Chimaltenango, Huehuetenango, Jalapa,

Quetzaltenango, Sacatepéquez, San Marcos y Suchitepéquez (Caceres, 1996; VNPM, 2007).

Historia:

Género de mas de 350 especies de la América tropical, 42 especies descritas en Guatemala;
los exploradores espafioles se impresionaron por la forma de la flor ya que creyeron ver los
clavos, martillos y otros instrumentos de la crucifixion, de alli el nombre de “pasionaria” o
“flor de la pasidn”; desconocida en tiempos biblicos la primera referencia a su nombre data
de 1610. Ampliamente distribuida en América desde tiempos precolombinos por su fruto. Fue
introducida en Hawaii a finales del siglo XIX y recientemente en Haiti donde se ha aclimatado

bien; se intentd su aclimatacidn en Israel pero fue infructuoso por el frio (Caceres, 1996).

Agricultura:

Crece en suelos finos, volcdnicos, de clima templado en regiones elevadas, no se le conocen
variedades. Pueden propagarse por semillas o esquejes; para su desarrollo se requiere de un
soporte que permita a la enredadera trepar. Se produce una sola cosecha al afo. Los frutos
son comidos por las ardillas y las semillas son devoradas por roedores. Las hojas tiernas se
colectan durante la fructificacion y se secan inmediatamente a la sombra; los frutos se
colectan al madurar, pero a pesar de su epicarpio duro y grueso se deterioran rapidamente

después de la cosecha (Caceres, 1996).

Usos Medicinales Atribuidos:

El tallo y epicarpio del fruto se usan en decoccidon para tratar las afecciones digestivas
(diarrea, disenteria) y respiratorias (tos y catarro); el jugo del fruto se usa como sedante
nervioso, en las afecciones hepdticas y para prevenir la fiebre amarilla. La infusién y tintura de
las partes aéreas se usa para tratar hipertension, diabetes, inflamacién urinaria, anemia,
paludismo, susto, afecciones gastrointestinales (diarrea, disenteria, gastralgia, indigestion),
respiratorias (tos, tuberculosis) y nerviosas (insomnio, nerviosismo); la decoccidn del fruto se
usa como protector gastrico, contra litiasis biliar y rabia. La tintura se usa en homeopatia para

el tratamiento de epilepsia (Caceres, 1996; Mahabir, 2008).
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Las hojas y tallos se usan en aplicacidn tdpica en forma de bafios en las afecciones de la piel y
como cataplasma en hepatitis y cefalea. La tintura de las hojas se usa oral y tépicamente
contra el dolor de cabeza. Las semillas se usan como sedante en los estados nerviosos.

Al fruto se le atribuye propiedades antihelmintica, colagoga, diurética, emenagoga,
emoliente, refrescante y ténico. A las hojas tiernas y flores se les atribuye propiedad
analgésica, diurética, espasmolitica, estomaquica, sedante, vermifuga, antipirética, mucolitica
y vulneraria. A las flores se les atribuye propiedad anodina, hipnética y sedante (Caceres,

1996; Mahabir, 2008).

Otros Usos Populares:

La pulpa fresca del fruto se come por su delicado sabor y sirve para preparar jugo, refrescos,
helados y postres; el fruto verde se come cocido como vegetal. Algunas de las especies se
cultivan en huertos y jardines como una enredadera decorativa. Los frutos son ampliamente
vendidos en los mercados locales durante la época de fluctuacidén (Caceres, 1996; Mahabir,

2008).

Farmacologia:

Experimental.

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura del fruto es inactiva contra
enterobacterias (S. enteritidis, S. Typha, S. dysenteriae, S. flexneri); la tintura de las hojas es
ligeramente activa contra S. pneumoniae, pero inactiva contra S. aureus y S. pyogenes
(Caceres, 1996).

La infusion de las hojas tiene actividad espasmolitica de tipo atropinico, pero no tienen

actividad de tipo muscarinico (Caceres, 1996).>"

Composicidon Quimica:

La literatura revisada no reporta informacion fitoquimica sobre P. ligularis (Mahabir, 2008).
Al género se le atribuye la presencia de alcaloides (harmano) y flavonoides. La materia médica
son las partes aéreas secas (Mahabir, 2008).

El andlisis de 100g del fruto fresco contiene: 94 calorias, agua (76.3g), proteinas (2.4g), grasa

(2.8g), carbohidratos (17.3g), fibra (4.2g), ceniza (1.2g), calcio (10mg), fosforo (64mg), hierro
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(0.9mg), carotenos (40ug), riboflavina (0.4mg), niacina (1.5mg) y acido ascorbico (20mg); el
jugo de la pulpa contiene 51 calorias, agua (86.0g), proteinas (1.1g), carbohidratos (12.0g),
fosforo (30mg) y niacina (2.1mg) (Mahabir, 2008).

Farmacognosia:

La materia médica son las partes aéreas secas, que deben reunir las mismas caracteristicas
fisicoquimicas y sanitarias de la materia prima usada para la elaboracién de productos
fitofarmacéuticos (Caceres, 1996).

En la revision de literatura realizada no se encontré informacién tendiente a su

estandarizacion como materia prima o productos fitofarmacéuticos (Caceres, 1996).

Toxicidad:

No se encontré informacién disponible sobre este tema (Caceres, 1996).

Contraindicaciones:

Embarazo, lactancia e infancia (VNPM, 2007).

Precauciones y Reacciones Adversas:

Incompatible con bebidas alcohdlicas (VNPM, 2007).

Indicaciones Terapéuticas:

No se encontrd ninguna farmacopea y su indicacidn esta basada en el uso popular, aunque
sus propiedades no han sido confirmadas.

Pos sus propiedades analgésicas, espasmoliticas y sedantes estd indicado su uso por via oral
en el tratamiento de ansiedad, hipertensiéon, migrafia, neuralgia, convulsiones, histeria,
insomnio, asma espasmddica, taquicardia nerviosa y trastornos climatéricos. El jugo se
administra como colagogo y refrescante de la mucosa gastrica (Caceres; 1996; VNPM, 2007,

Mahabir, 2008).
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Formas Galénicas/ Posologia:
Administrar 2-3 veces/dia después de las comidas durante 2-3 semanas en dosis de (VNPM,
2007):

e (.25-1.0g/taza de infusidn

e 0.5-1.0ml de extracto liquido 1:1 en alcohol 25%

e 0.5-2.0ml de tintura 1:8 en alcohol al 45%

e 1-4 cucharadas de jarabe por dia.
1.2. Passiflora edulis:
Nombres Comunes:

Maracuya, granadilla silvestre (VNPM, 2007).

Esquema:

Descripcion Botanica:

Planta herbacea, glabra, estipulas lineales, enteras; peciolos de 4cm de largo, bioglandulares
en el dpice, hojas de 5-11cm de largo, trilobuladas, debajo de la mitad, redondeadas a la base,
serradas; pedunculos robustos; flores de 7cm de ancho; pétalos oblongos, obtusos, blancos;
ovario ovoide, con finos vellos suaves y tupidos. Fruto ovoide globular, 4-5cm de largo, de
color amarillo verdoso o purpura, semillas ovaladas, 5-6mm de largo, 3-4mm de ancho con

reticulas diminutas (Standley, 1970; VNPM, 2007).
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Habitat:
Nativa del Brasil y norte de Argentina. Crece en climas subtropicales himedos de 630-
1300msnm. Raramente plantada en Guatemala en las tierras bajas de Ambos océanos y quiza

se ha naturalizado ocasionalmente (VNPM, 2007).

Historia:

No se encontré informacion en la literatura consultada.

Agricultura:

Crece en suelos finos, volcanicos, de clima tropical himedo. Se propaga por semillas o
esquejes; para su desarrollo requiere de un soporte que le permita trepar. Se produce una
sola cosecha al afio. Las hojas y flores tiernas se colectan durante la fluctuacidn y se secan
inmediatamente a la sombra; los frutos se colectan al madurar, a pesar de su epicarpio duroy

grueso se deterioran rapidamente (VNPM, 2007).

Usos Medicinales Atribuidos:

La infusion de hojas y flores se usa oralmente para el tratamiento de bronquitis, asma,
anemia, epilepsia, insomnio, hipertensién y otros estados nerviosos. TOpicamente se usa en
las inflamaciones hemorroidales (VNPM, 2007).

Se le atribuye propiedad ansiolitica, sedante, diurética, febrifuga y antihipertensiva. El jugo
del fruto se utiliza como bebida y para ictericia, dolores estomacales y tumores intestinales.

Las semillas tienen un aceite fijo comestible (Standley, 1970).

Otros Usos Populares:

La fruta es tanto comestible como para la preparacion de bebidas refrescantes (VNPM, 2007).

Farmacologia:

El extracto etandlico de la planta entera no demostré actividad antiviral contra los virus de
Coxsacke, Herpes tipo |, Sarampidn, Polio tipo | y Semiliki (VNPM, 2007).

La administracion de jugo de frutos en ratas produjo un efecto tranquilizante. El extracto

acuoso de hojas demostrd una potenciacion del efecto producido por pentobarbital. El
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extracto metabdlico mostrd actividad antiedema y el etandlico administrado IP en ratas
mostrd un efecto ansiolitico, aunque en estudios recientes la administracion oral de varios
extractos de hojas de P. edulis demostrd actividad sedante y potenciacidon de barbituricos
pero no ansiolitica en comparacion con el extracto de P. incarnata y diazepam (VNPM, 2007).
El extracto etaniolico de hojas frescas administrado a ratas por via IG demostré un efecto

cronotroépico negativo débil y un efecto diurético (VNPM, 2007).

Composicién Quimica:

Diferentes partes de la planta presentan: alcaloides inddlicos, aceites esencial (1,8 cineol,
citronelal, acetato, citronelol, gereniol, hexanolactona, terpenos), saponinas, taninos,
harmina, harmol, harmano, triptamina; varios sesquiterpenos, cumarina, acidos cafeico,
clorogénico, ciclopasifldrico y p-cumarico, hesperidina, pasiflorina, vitexina, quercetina, beta-
sitosterol, estigmasterol, prunasina, compuestos azufrados, luteolina, glucdsidos,
umbeliferota, rutina, quercetina, passicol, edulan, dihidroedulan, neohesperidina y luteolina-
6-C-fucoésido (VNPM, 2007).

Los hallazgos sobre el principio activo responsable de la accién sedante son contradictorios, la
actividad se ha atribuido al harmano, aunque éste es mas bien un estimulante. Estudios por
investigadores japoneses demostraron la presencia en la fraccién alcaloide de un derivado de
pirona (maltol) con propiedades sedantes en ratones. El harmano (loturina o pasiflorina) es
un alcaloide inddlico, practicamente insoluble en agua, soluble en acidos diluidos; se le
atribuye propiedad analgésica y sedante (VNPM, 2007).

El flavonoide crisina aislado de las hojas tiene efecto ansiolitico, sedante y anticonvulsivante
por su accion de ligando de receptores A del acido gamma-aminobutirico (GABA) (VNPM,

2007) .

Farmacognosia:

En la literatura consultada no se encontrd informacion sobre este tema.

Toxicidad:
En la revision de literatura y bases de datos no se encontré informacidn toxicoldgica ni clinica

de esta especie. La DLsg del harmano por via IP en ratdon es de 50mg/Kg (VNPM, 2007).
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Contraindicaciones:
Embarazo, lactancia e infancia; en algunos pacientes se puede presentar hipersensibilidad a la

droga (VNPM, 2007).

Precauciones y Reacciones Adversas:

Incompatible con el uso de bebidas alcohdlicas, antihistaminicos y sedantes. Evitar el uso
prolongad y las dosis altas (VNPM, 2007).

Indicaciones Terapéuticas:

Por su propiedades analgésicas, espasmoliticas y sedantes esta indicada su uso por via oral en
el tratamiento de ansiedad, hipertensiéon, migrafia, neuralgia, convulsiones, histeria,
insomnio, asma espasmddica, taquicardia nerviosa, mialgia, dismenorrea y trastornos

climatéricos (VNPM, 2007).

Formas Galénicas/Posologia:

Administrar 1-2 tazas/dia, en la noche durante 1-2 semanas en dosis de (VNPM, 2007):
e 1-3g/taza en infusion
e 0.5-1.0ml de extracto liquido 1:1 en alcohol 25%
e 0.5-2.0ml de tintura 1:8 en alcohol al 45%

e 1-4 cucharadas de jarabe.
1.3. Passiflora incarnata:
Nombres Comunes:

Maracuys3, flor de pasion, granadilla, pasiflora, pasionaria, mburucuyd (Dhawan, 2002, 397)

Esquema:



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/23/BeeFlower2.j
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Descripcion botanica:

Hoja caduca, puede sobrevivir el invierno se congela y que comunmente se llama maypop, asi
como flor de la pasidn. Maypop es un rapido crecimiento de vid perenne que emplea zarcillos
para agarrarse a los arbustos adyacentes, la estructura y otros apoyos a elevarse a las alturas
de 8-12 pies (2.4-3.7 m). Las hojas dentadas grandes crecen en 5-6 (13-15 cm) de ancho por 6
a 8 en (15-20 cm) de largo. Suelen tener tres a cinco Iébulos y estan dispuestas
alternativamente en el tallo con flores y ramas que salen de la axila (la base del tallo de la
hoja donde se inserta) (Dhawan, 2002, 397).

La flor tiene 2-3 en (5-7.6 cm) de didmetro y se componen de 10 tépalos blancos dispuestos
en forma de cuenco poco profundo a partir del cual se organiza franja de filamentos de color
purpura y blanco, llamado corona. En el centro es el estigma blanco carnoso rodeado por

cinco estambres (Krenn, 2002; Lutomski, 1960).

Habitat:

Crece en dreas tropicales y semitropiclaes, en América del sur y Norte América (Krenn, 2002).

Historia:

Pasiflora fue “descubierta” por primera vez en el Perld por un médico espafiol llamado
Monardes en 1569 que documentd los usos indigenas y se lo llevd de vuelta al Viejo Mundo,
donde se convirtid rdpidamente en un favorito de té de hierbas relajantes y sedantes.
Conquistadores espafoles de México y América del Sur también aprendieron su uso de los
indios aztecas y con el tiempo llegd a ser ampliamente cultivado en Europa. Desde su
introducciéon en los sistemas europeos de la medicina herbaria, la pasiflora ha sido
ampliamente utilizado como sedante, antiespasmédico y ténico nervioso. La infusion de
hojas se introdujo en el norte de la medicina estadounidense a mediados de 1800 como un
sedante a través de nativos y el uso de esclavos en el Sur. También fue utilizado para dolores
de cabeza, moretones y dolor general, la aplicacién de las hojas golpeadas por via tdpica en la
zona afectada. En muchos paises de Europa, los EE.UU. y Canad3, el uso de la pasiflora hojas
para tranquilizar los nervios y resolver nervioso se ha documentado mas de 200 afios. Se

empled también para los cdlicos, diarrea, disenteria, dificultades menstruales, insomnio,
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neuralgias, trastornos oculares, la epilepsia y las convulsiones y los espasmos musculares vy el

dolor (Lutomski, 1960; Bruneton, 1995).

Agricultura:
Crece en suelos finos, volcanicos, de clima tropical himedo. Se propaga por semillas o
esquejes; para su desarrollo requiere de un soporte que le permita trepar. Se produce una

sola cosecha al afio (VNPM, 2007).

Usos Medicinales Atribuidos:

Las partes secas aéreas de la pasiflora (Passiflora incarnata) se han usado histéricamente
como sedante e hipnético (para el insomnio), y para las molestias gastrointestinales
"nerviosas." Sin embargo, faltan pruebas clinicas claras controladas que apoyen ningin uso
terapéutico en seres humanos. La evidencia preliminar indica que la pasiflora puede tener una
accion calmante similar a aquella de las benzodiacepinas (Mahabir, 2008; Bruneton, 1995).

Otros usos populares:
El fruto de esta planta es refrescante, y agregandole al liquido las semillas (que contiene un
acido de los mas apreciables), un poco de azucar, vino blanco y nuez moscada, resulta una

bebida fresca y deliciosa (Dhawan, 2002).

Farmacologia:

Pasiflora (asi como sus alcaloides harmane) han sido objeto de abundante investigacion
cientifica. Después de casi 100 afios de estudio el efecto del sedante, antiespasmaédico y
analgésico efectos de esta vid tropical se han establecido firmemente en la ciencia. Los
efectos analgésicos de la pasiflora fueron clinicamente por primera vez documentado en
1897, mientras que los efectos sedantes se registraron por primera vez en 1904.
Antiespasmaddico, anti-ansiedad y las acciones de las hojas de pasiflora hipotensores eran
clinicamente validado en el decenio de 1980. Un extracto de la fruta demostrado efectos
antiinflamatorios y tranquilizantes en estudios con animales. Ademads, un extracto de la hoja

también ha demostrado tener actividad diurética en ratas (Lutomski, 1960; Bruneton, 1995).
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La pasiflora se ha utilizado tradicionalmente como un afrodisiaco y los estudios clinicos
recientes con ratones han verificado este uso también. En un estudio realizado en 2003, un
extracto de la hoja se informé a mejorar la funcién sexual en general, el recuento de
espermatozoides aumento, el potencial de la fertilizacién y el tamano de la camada. Su uso
tradicional para la tos también se ha confirmado recientemente. En un estudio realizado en
2002 con ratones un extracto de hoja de pasiflora ha demostrado ser comparable a la accién

supresora de la tos de la codeina (Mahabir, 2008; Bruneton, 1995).

Composicién Quimica:

Los quimicos de las plantas principales de pasiflora son: alcaloides, alanina alfa, apigenina,
aribine, Chrysin, acido citrico, la cumarina, acidos cyclopassifloic AD, cyclopassiflosides |-V,
malonato dietilico, edulan [, edulan II, flavonoides, glutamina, gynocardin, harmane,
harmalina, harmalol, harmina, harmol, homoorientin, isoorientin, isoschaftoside, isovitexin,
kaempferol, loturine, lucenin-2, lutenin-2, luteolina, n-nonacosano, orientin, passicol,
passiflorine, acido passifloric, pectina, acidos fendlicos, la fenilalanina , prolina, prunasina, la
quercetina, rafinosa, sambunigrin, saponarin, saponaretin, saponarine, schaftoside,

escopoletina, serotonina, sitosterol, estigmasterol (Bruneton, 1995).

Contraindicaciones:

No se han descrito.

Precauciones y Reacciones Adversas:

No se han descrito.

Indicaciones Terapéuticas:

Por su propiedades analgésicas, espasmoliticas y sedantes estd indicada su uso por via oral en
el tratamiento de ansiedad, hipertensidon, migrafia, neuralgia, convulsiones, histeria,
insomnio, asma espasmddica, taquicardia nerviosa, mialgia, dismenorrea y trastornos

climatéricos (VNPM, 2007).
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Formas Galénicas/Posologia:
Las hojas se prepara normalmente en infusidon estandar. Las dosis son de 1 taza 2-3 veces al
dia. De dos a tres gramos en tabletas o capsulas 2-3 veces al dia puede ser sustituido si lo

desea (Bruneton, 1995).

1.4. Clasificacion Cientifica:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae

Superorden:  Violanae

Orden: Violales
Familia: Passifloraceae
Genero: Passiflora

1.5. Esquema de la flor de Passiflora.

A Iter, hotaniecks Wasdtafrls, Talel 29 Verlagpbechbandiung Paul Parvy in Beclin A W, indemanents, I

certleal.
Blaue Passionsblume. Q

Jungo Bliithe,
Tangzs durchewhnitten.

Pagsiflora amabilis Hook.
(1% alutn » quadungrularis)
m Rothe Passionsblume.

x
d

v o wconin
Petietiresarly

4, Schema cines blibenden
Achselsprusses, AN

. Disgramm eises Hihenden Ackwlgemes.
Passifloraceae. s ’



1.6. Dibujo de Passiflora incarnata.
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2. Fotos de percolacion y rotavaporacion para la obtencion de extractos.

72
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3. Fotos de pruebas macrométrico en tubos para la deteccion de flavonoides.

3.1 Tubos de P. ligularis

T: Testico, 1: H2504, 2:FeClI3, 3: HCl y calentar, 4: Mg metalico, 5: alcali, 6: Ac. Bérico en anhidrido acético

3.2 Tubos de P. incarnata

" oy

T: Testico, 1: H2S04, 2:FeCl3, 3: HCl y calentar, 4: Mg metalico, 5: alcali, 6: Ac. Bérico en anhidrido acético
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3.3 Tubos de P. edulis

T: Testico, 1: H2504, 2:FeClI3, 3: HCl y calentar, 4: Mg metalico, 5: alcali, 6: Ac. Bérico en anhidrido acético

4. Foto de la cromatografia en capa fina de la deteccién de flavonoides.

M1: P. ligularis M2: P. incarnata M3: P. edulis

St1: Quercetina St2: Rutina St3: Hiperosido St4: Acido clorogenico
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6. Foto de la cromatografia en capa fina de la deteccidn de actividad antioxidante con revelador

de DPPH

M2 M3 D1 D2 D3 M1l Estandares

M2: MetOH P. incarnata M3: MetOH P. edulis D1: CH2CI2 P. ligularis
D2: CH2CI2 P. incarnate  D3. CH2CI2 P. edulis M1: MetOH P. ligularis



7. Fotos del procedimiento de la cuantificacion de la actividad antioxidante por DPPH
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8. Curvas de calibracion de las muestras y estandares, usadas en la determinacion de la actividad

antioxidante por el método de DPPH

8.1 Extracto de metanol de P. ligularis

Concentracion Vrs. Porcentaje de
Inhibicion

c 100

0

g 80

:E 60

()]

; 40

c 20

§_ 0 T T T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5

y=29.235x + 3.808 Concentracién (mg/ml)

R2=0.9792

Fuente: Datos Experimentales

8.2 Extracto de diclorometano de P. ligularis

Concentracidn Vrs. Porcentaje de
Inhibicion

70

60
50 —

10 =
30 ———

20
10

Porcentaje de Inhibicion

0 1 2 3 4 5 6
y=9.411x - 3.181

R2 = 0.9946 Concentracién (mg/ml)

Fuente: Datos Experimentales



8.3 Extracto de metanol de P. edulis

Concentracion Vrs. Porcentaje de
Inhibicion
100
S
£ 60 /
s —
c 20
S o : : : : .
0 2 4 6 8 10
y=10.128x +3.516 Concentracién (mg/ml)
R2=0.99

Fuente: Datos Experimentales

8.4 Extracto de diclorometano de P. edulis

Concentracidn Vrs Porcentaje de

nhibicion

70
60

50
40

30
20

10
0 T T

Porcentaje de Inhibicion

y=14.33x - 21.444
R%=0.9957

0 1 2 3 4 5 6

Concentracion (mg/ml)

Fuente: Datos Experimentales
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8.5 Extractos de metanol de P. incarnata

Concentracidon Vrs Porcentaje de

Inhibicion

c 100

Ne)

S 80 _—

2

€ 60

s

o 40

7

S 20

e

8 o T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
y=8.61x +5.208 Concentracién (mg/ml)
R?=0.9911
Fuente: Datos Experimentales
8.6 Extractos de diclorometano de P. incarnata
Concentracion Vrs Porcentaje de
Inhibicion
120

S

5 100

0

= 80 /

£

5 o0 /

= 40

3 20

e

g O T T T T 1

0 2 4 6 8 10

y =13.496x - 13.552
R?=0.9978

Concentracion (mg/ml)

Fuente: Datos Experimentales
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8.7 Vitamina C

Inhibicidon

100

Concentracidon Vrs Porcentaje de

80 /
60

40 /

Porcentaje de Inhibicion

0 //

0 T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.025
y=5227.8x-17.183 Concentracion (mg/ml)
R?=0.9967
Fuente: Datos Experimentales
8.8 Vitamina E
Concentracion Vrs Porcentaje de
Inhibicion
c 80
S 70 -~
3 60 ==
_g <0 /
2 40
.% 30
£ 20
S 10
8 0 T T T 1
0 0.1 0.2 0.4 0.5
y =188.22x - 2.668 Concentracion (mg/ml)
R?=0.9896

Fuente: Datos Experimentales
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8.9 Quercetina

Concentracidon Vrs Porcentaje de
Inhibicion
100

c
©
S 80 /
2
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-g /
o 40
© =
S 20
o
g o T T T T T T T 1
0 0.01 0.02 003 004 005 006 007 0.08
y = 1554.5x - 14.457 Concentracion (mg/ml)
R?=0.9845
Fuente: Datos Experimentales
8.10 Rutina
Concentracion Vrs Porcentaje de
Inhibicion
120
[ =
S 100
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3 60 /
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= 40
M
g 20 /
é O T T T T 1
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
y=2211.9x + 8.009 Concentracion (mg/ml)
R?=0.9801

Fuente: Datos Experimentales
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8.11 Ter-butil-hidroxiquinona (TBHQ)

Concentracidon Vrs Porcentaje de

Inhibicidn

. 100

§ 80 —

2 . =

v

c 20 —

S o : : : : .

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
y =469.05x - 6.288 Concentracion (mg/ml)
R?=0.9999
Fuente: Datos Experimentales
8.12 Trolox
Concentracidn Vrs Porcentaje de

Inhibicion

. 70

S 60

;_g 50 //

ﬁ 40 /

T 30

T 20 /

&

s 10 =

g 0 T T T T 1

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
y =324.38x - 5.705 Concentracién (mg/ml)
R?=0.997

Fuente: Datos Experimentales

82



83

9. Fotos de los tubos de la cuantificacion de la actividad antioxidante por ABTS

10. Curvas de calibracion de las muestras y estandares, usadas en la determinacion de la
actividad antioxidante por el método de ABTS

10. 1 Extracto de metanol de P. ligularis

Concentracidn Vrs Porcentaje de
Inhibicion
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R*=0.9956

Fuente: Datos Experimentales



10.2 Extracto de diclorometano de P. ligularis
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Concentracidon Vrs Porcentaje de
Inhibicion
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y=3.947x + 16.58
R2=0.9779
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25

Fuente: Datos Experimentales

10.3 Extracto de metanol de P. edulis
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Inhibicion

0
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Fuente: Datos Experimentales
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10.4 Extracto de diclorometano de P. edulis

Concentracidon Vrs Porcentaje de

Inhibicion
70
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y=7.758x +3.176 Concentracién (mg/ml)
R?=0.9962
Fuente: Datos Experimentales
10.5 Extracto de metanol de P. incarnata
Concentracion Vrs Porcentaje de
Inhibicion
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10.6 Extracto de dicloromentano de P. incarnata

Concentracidon Vrs Porcentaje de
Inhibicion
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Fuente: Datos Experimental

10. 7 Vitamina C
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10.8 Vitamina E
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10.9 Quercetina
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10.10 Rutina
Concentracidon Vrs Porcentaje de
Inhibicion
c 120
$ 100
3 4 ‘/‘/./‘
=
@ 60
§ 40
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E o T T T T T 1
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y =50.43x + 28.657 . s
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Fuente: Datos Experimentales
10.11 Ter-butil-hidroxiquinona (TBHQ)
Concentracidn Vrs Porcentaje de
Inhibicion
c 100
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Fuente: Datos Experimentales
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10.12 Trolox
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