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INTRODUCCION

Objetivo. Determinar la actividad antioxidante en partes aéreas (hojas, tallos y flores) de la especie
Loricaria ferruginea Ruiz & Pav. Wedd. Materiales y métodos. E|l material vegetal fue recolectado
en la quebrada de Llaca, provincia de Huaraz, region Ancash. Los extractos se obtuvieron utilizando
el método de extraccién solido - liquido Soxhlet con etanol. El extracto etandlico fue fraccionado
utilizando solventes de polaridad creciente. Para la determinacion de la actividad antioxidante se
utilizé el método de neutralizacion del radical libre difenildipicrilhidracil (DPPH). Se determiné la
concentracion efectiva media (CE50) en la fraccion de mayor actividad. Asimismo, se realizé el
tamizaje fitoquimico preliminar, para determinar los tipos de metabolitos secundarios presentes en
la planta. En el extracto etandlico total y sus fracciones, también se realizé un andlisis fitoquimico
preliminar con el mismo objetivo. Resultados. La fraccion de acetato de etilo tuvo mayor actividad
antioxidante 19,25% (10 pg/mL) y 73,47 % (50 pg/mL), con una CES50 de 28,37 ug/mL. El tamizaje
fitoquimico de la especie vegetal indicéd la presencia de flavonoides, triterpenos y catequinas. El
analisis fitoquimico preliminar en la fraccion acetato de etilo detect6 la presencia de flavonoides
y catequinas. Conclusion. La fraccién de acetato de etilo tuvo mayor actividad antioxidante, pero
inferior a la sustancia patrén (rutina), pudiendo los flavonoides y catequinas estar relacionados con
la actividad antioxidante.

Palabras clave: Plantas medicinales, Asteraceae, Antioxidantes, Flavonoides, Radicales libres
(Fuente: DeCS).

ANTIOXIDANT EFFECT OF Loricaria ferruginea
(Ruiz & Pav.) Wedd. AERTIAL PARTS ETHANOLIC EXTRACT

ABSTRACT

Objetive. Determine antioxidant activity in aerial parts (leaves, stems and flowers) from Loricaria
ferruginea Ruiz & Pav. Wedd. Material and Methods. The plant was collected in the zone of Llaca,
Province of Huaraz, Region Ancash. For obtain the extracts was used the solid-liquid Soxhlet’s
extraction with ethanol, the ethanolic extract was fractioned using growing polarity solvents. For the
determination of antioxidant activity was employed the method of free radical scavengers DPPH
(Diphenyl-picril-hidrazil). The medium effective concentration (EC,;) was realized in the extract and
or fraction of mayor activity. Although was carried out a phytochemical screening to determine the
type of secondary metabolites presents in the vegetal specimen. In the fraction of mayor activity
was realized a preliminary phytochemical analysis too. Results. The fraction of ethyl acetate had
the mayor antioxidant activity19,25% (10 ug/ml) and 73,47% (50 ug/ml) with EC50 (28,37 ug/ml).
The metabolites found in the phytochemical screening were triterpens, flavonoids and catechins. In
the fraction of ethyl acetate detected flavonoids and catechins. Conclusion. The fraction of ethyl
acetate had the mayor antioxidant activity, but less the standard Rutine. The metabolite associated
to the antioxidant activity appear the flavonoids and catechins.

Key words: Plants, medicinal; Asteraceae, Antioxidants, Flavonoids, Free radicals. (Source: DeCS).

metabolismo celular, se originan moléculas denominadas
radicales libres, las cuales, a su vez, pueden ser especies

La oxidacion es definida como un proceso bioquimico
de pérdida de electrones asociado a otro proceso
de captacion que se denomina reduccion. Asi, este
proceso participa en los procesos de obtenciéon de la
energia celular . Como resultado de estos procesos de

reactivas de oxigeno (ROS) o especies reactivas de
nitrégeno (RNS) 3. Estos compuestos se encuentran
en un equilibrio dindmico interactuando con otras
moléculas que actuan como compuestos antioxidantes;
la desregulacion de este equilibrio, favoreciendo a la
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produccion de radicales libres, se define como estrés
oxidativo 49,

Esta situacion esta asociada a dafio en la estructura y
funcién de moléculas como lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, porende, en los Ultimos afios se ha investigado
su funcién en el origen de muchas enfermedades que
tengan un trasfondo inflamatorio (p.e. artritis, vasculitis,
lupus eritematoso sistémico, rechazos en trasplantes de
organos, etc.); isquémico (enfermedades coronarias,
stroke, etc.); hipertension, desoérdenes neurolégicos
(enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson),
entre otras ©9),

En este contexto, se ha intentado buscar estrategias que
prevengan o, al menos, disminuyan el dafio causado por los
radicales libres. Una de estas ha sido la busqueda de actividad
antioxidante en plantas medicinales, sobre todo en un
ecosistema tan diverso como el peruano @. Existen algunos
reportes que han determinado actividad antioxidante en otras
plantas peruanas como Geissospermum reticulatum ®,
Chenopodium quinoa Willd ©, Uncaria tomentosa (Willd. Ex
Roem. & Schult) 9, entre otras.

De Feo et al. " reportan en un estudio etnobotanico
de plantas medicinales en la sierra del departamento
de Piura, 46 especies vegetales con uso medicinal.
Entre dichas especies figuran especies del género
Loricaria, las cuales poseen propiedades antipiréticas
y antiespasmaddicas. Bussmann reporta su uso en el
norte del Perl en forma tépica para casos de presion
sanguinea e irregularidades menstruales (2. Asimismo,
La planta entera es usada en forma de cocimiento “para
cambiar el caracter de las personas y para hacerlas
mas fuertes” (®. De la misma forma, es usada como
antihemorragica (. Loricaria ferruginea (Ruiz & Pav.)
Wedd. es una especie que crece entre los 3000 a los
4500 m de altitud y se encuentra en los departamentos
de Ancash, Cajamarca, Junin, Lambayeque, La Libertad,
Moquegua, y Pasco (419, Es conocida comunmente
como parja-parja, matara, palmilla, o pata de gallina (3.
Con respecto a esta especie, se han encontrado solo
un estudio previo sobre su caracterizacion quimica.
Malca Garcia et al. "® determinaron que el extracto
hexano de esta especie contenia 5,7-dimetoxicumarina;
5,7,8-trimetoxicumarina; 5-hidroxiobliquina y
5-metoxiobliquina, los cuales han sido reportados como
potentes inhibidores de la expresion de NOS. Por otro
lado, Bussman, en un estudio de toxicidad en extractos
de plantas medicinales del norte peruano mediante el
método de letalidad del camarén de mar, el extracto
etandlico de la misma especie mostré una concentracion
letal media de 15 pg/mL, por lo que fue considerado
bioactivo para futuras investigaciones de actividad
biolégica ™. Asimismo, Bussman et al., en un estudio
de actividad antibacteriana de plantas medicinales del
norte peruano, encontraron que el extracto etandlico
de Loricaria ferruginea (Ruiz & Pav.) Wedd. fue activo
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frente a Staphylococcus aureus mediante el método de
difusién en agar (7,

Basados en el uso popular de la planta y teniendo en
cuenta que la tribu taxonémica a la cual pertenece
presenta una alta incidencia de flavonoides, metabolitos
de conocida propiedad antioxidante (®, es que el
presente trabajo se propuso determinar la actividad
antioxidante de partes aéreas (tallo, hojas y flores) de
Loricaria ferruginea (Ruiz & Pav.) Wedd.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: la especie Loricaria ferruginea (Ruiz &
Pav.) Wedd., fue recolectada, por los autores del trabajo en
la quebrada de Llaca, provincia de Huaraz, region Ancash
(Peru). Dicha colecta se realizé6 en forma manual, para
ello, se seleccionaron solo partes aéreas (hojas, tallos y
flores). La planta fue identificada taxondmicamente de
acuerdo al sistema de clasificacién de Cronquist 198119,
por el bidlogo Hamilton Beltran Santiago, del Herbario de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Reactivos y quimicos: el difenilpicrilhidracil (DPPH) fue
obtenido de Wako Chemicals USA, Inc. Rutina, etanol,
éter de petroleo, diclorometano, acetato de etilo, de Merck
®. Todos los reactivos quimicos fueron de grado analitico.

Obtencion de extractos para el ensayo de actividad
antioxidante: se seleccionaron partes aéreas de la
planta (hojas, flores y tallo) la las cuales fueron secadas
a temperatura ambiente bajo sombra y posteriormente
en estufa a 40 °C. A continuacion, se redujo hasta un
tamafo apropiado con la ayuda de un molino manual.
Quinientos gramos del material vegetal seco y molido fue
sometido a extraccion Soxjhlet con etanol por espacio de
cuatro horas. El liquido obtenido se filtr6 y concentré a
sequedad en un evaporador rotatorio a una temperatura
de hasta 40 °C. El extracto etandlico seco (EtOH) fue
fraccionado usando solventes de polaridad creciente.
Este extracto fue suspendido en una mezcla de éter de
petroleo: agua (1:1) y luego tratado con diclorometano y
acetato de etilo. Se obtuvieron asi las fracciones de éter
de petréleo (EterP), diclorometano (CH,Cl,), acetato de
etilo (AcOEt) y residuo acuoso (RA) (Figura 1).

Analisis fitoquimico: se efectu6 un tamizaje fitoquimico
preliminar en las partes aéreas (hojas, flores y tallo) de
la especie en estudio, con el fin de detectar los tipos de
metabolitos secundarios presente en ella, de acuerdo
al método propuesto por Lock @9, Para ello, se usaron
solventes de diferente polaridad y la identificacion se
realiz6 mediante reacciones de coloracion y precipitacion.

Asimismo, al extracto etandlicoylasfracciones obtenidas,
en los cuales se realizo la actividad antioxidante, se les
sometieron a reacciones quimicas de identificacion de
metabolitos secundarios, de acuerdo a los resultados
del tamizaje fitoquimico preliminar.
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Actividad antioxidante: se utilizd el método de
neutralizacion del radical libre difenilpicrilhidracil
(DPPH) de acuerdo al método realizado por Castillo y
Lock @Y. Se prepararon soluciones etandlicas (etanol)
de las muestras a las concentraciones de 10 ug/mL y
de 50 pg/mL; 1,8 mL de la solucién etandlica se mezcld
con 0,7 mL de la solucién de difenilpicrilhidracil (DPPH)
0,03 mM en etanol. Después de 30 min de reposo a
temperatura ambiente y protegido de la luz, se midié
la absorbancia a 517 nm en un espectrofotémetro
UV Visible VARIAN® S100. Estas determinaciones
se realizaron por triplicado. Se preparé un blanco de
la muestra en solucion etandlica. Se utilizé la Rutina
(Merck) como patron de comparacion. La evaluacién de
la actividad antioxidante se expresa como porcentaje y
se determina de acuerdo a la siguiente formula:

% AA =100- (LM - LBM) x 100
LDPPH

En donde:

%AA = porcentaje de actividad antioxidante.

LM = lectura de la absorbancia de la muestra.
LBM = lectura de la absorbancia del blanco de la
muestra.

LDPPH = lectura de la absorbancia del DPPH.

Determinacion de la concentracién efectiva media (CE, )

La concentracion efectiva media (CE,,) se define como la

el 50% de actividad antioxidante. Para este ensayo se tuvo
en cuenta la concentracion (g/mL) en que cada muestra
manifestd su actividad antioxidante y, a partir de este dato,
se prepararon las diluciones ensayadas para determinar
la concentracion efectiva media. A fin de comparar el valor
de CE,, del extracto mas activo se determin¢ la CE,, de la
Rutina.

La concentracion efectiva media (CE,)) se determiné por
analisis de regresion lineal (porcentaje de actividad versus
concentracion) 223, con la siguiente ecuacion:

CE,, = (50— a)b

Donde a = intercepto de la recta, b = valor absoluto de la
pendiente de la recta.

Analisis de datos

Los resultados de actividad antioxidante de los
extractos se expresaron como promedios del porcentaje
de actividad antioxidante * la desviacion estandar.
Asimismo, se analizaron los datos mediante el analisis
de varianza de una cola con prueba postest de Scheffé,
considerandose significativo un valor de p < 0,05.

La concentracion efectiva media (CE,,) se determino
por analisis de regresion lineal (porcentaje de actividad
versus concentracion) @122, Para el analisis de datos se
utilizé el programa SPSS v. 20 y para la obtencién del
valor de la CE,; se utilizo el programa MS Excel para

concentracion de la muestra (ug/mL) en la que se produce Windows v.2010.
Extracto etanélico
Particion

Fase organica

Concentraciona T° y
presioén reducida

Fraccion de éter de
petréleo

Concentracién a T° y
presion reducida

Fase acuosa

Fase organica

Fraccion

Diclorometano

Particiéon
Fase acuosa
Particion
Fase Fase
organica acuosa
Concentracion Concentracion
aT°y presion a T°y presién
reducida reducida

Fraccion Residuo
acetato de etilo acuoso

Grafico 1. Fraccionamiento del extracto etandlico con solventes de diferente polaridad
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RESULTADOS

En cuanto a los resultados del analisis fitoquimico
preliminar de partes aéreas (hojas, flores y tallo) de
Loricaria ferruginea (Ruiz & Pav) Wedd., estos indican la
presencia de flavonoides, grupos fendlicos, triterpenos
esteroides y catequinas (Tabla 1).

En cuanto al extracto etandlico y fracciones obtenidos,
en los cuales se realizé la actividad antioxidante, se

detecto la presencia de flavonoides y grupos fendlicos
libres en todos ellos, con excepcion de la fraccion de éter
de petréleo. La reaccion positiva a flavonoides se dio
con mayor intensidad en la fraccion de acetato de etilo.
Las fracciones de éter de petréleo y de diclorometano
dieron reaccion positiva a triterpenos/esteroides. Las
catequinas tuvieron reaccion positiva en el extracto
etandlico y en las fracciones de diclorometano y acetato
de etilo (Tabla 2).

Tabla 1 Resultados del tamizaje fitoquimico preliminar de partes aéreas (hojas, tallos y flores) de Loricaria ferruginea

(Ruiz & Pav) Wedd.

Metabolitos Reaccion Resultado
Flavonoides Shinoda +
Grupos fenolicos FeCl, +
Taninos Gelatina -
Quinonas Borntrager -
Triterpenos/Esteroides Lieberman-Burchard +
Mayer -
Alcaloides
Dragendorf -
Catequinas Rosenheim +

Se observa que la fraccion acetato de etilo presenté la mayor
actividad antioxidante a la concentracion de 10 pg/mL con
19,25%, al igual que a la concentracion de 50 pg/mL con
73,47%. Pero estos resultados fueron menores con respecto
al patron de referencia Rutina que mostré a la concentracion
de 10 pg/mL una actividad antioxidante de 72,89%, y a la
concentracion de 50 pg/mL 81,45%. Todos los extractos
y fracciones, con excepcion de la fraccion de acetato

de etilo de 10 ug/mL y 50 ug/mL, mostraron diferencia
significativa con respecto al patron de referencia Rutina
(p < 0,05); (Tabla 3 y Grafico 2).

De acuerdo a lo mostrado en la tabla 3, la fraccién de
acetato de etilo presento una CE, de 28,37 ug/mL, pero
inferior al estandar de referencia rutina que obtuvo 6,05
ug/mL (Tabla 4)

Tabla 2 Resultados de la deteccion de los tipos de compuestos en el extracto etandlico y fracciones de partes aéreas
(hojas, tallo y flores) de Loricaria ferruginea (Ruiz & Pav) Wedd., utilizados en el ensayo de actividad antioxidante

Extracto/fraccion

Metabolitos Reaccién

EtOH EterP CH.CI, AcOEt
Flavonoides Shinoda ++ - + 4 +
Grupos fendlicos FeCl, + - + + +
Triterpenos/Esteroides Lieberman-Burchard - + + - -
Catequinas Rosenheim + - + + -

EtOH (extracto etandlico); EterP (fraccion eter de perdleo); CH,CI,;

REVISTA PERUANA DE MEDICINA INTEGRATIVA.2016;1(4):31-7.
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Tabla 3 Actividad antioxidante de extractos y fracciones de partes aéreas (hojas, tallos y flores) de Loricaria ferruginea
(Ruiz & Pav.) Wedd.

% Actividad Intervalo de confianza 95%

EXTRACTO/FRACCION antioxidante Minimo Maximo
(promedio £ D.E.)

Limite superior Limite inferior

Etandlico10 pg/mL 9,75 + 3,88 0,1174 19,3833 5,90 13,66
Etandlico 50 pg/mL 38,32+ 1,87 33,6692 42,9784 36,19 39,69
Diclorometano10 pg/mL 1,10 +£9,91* -23,5160 25,7203 -10,27 7,91

Diclorometano 50 pg/mL 24,11 £0,33* 23,2827 24,9410 23,85 24,49
Eter de petroleo10 pg/mL 3,94 £2,92¢ -3,3225 11,2056 2,03 7,31

Eter de petréleo50 ug/mL 5,14 £ 0,69 3,4320 6,8481 4,40 5,76

Acetato de etilo10 pg/mL 19,25 £ 1,74* 14,9310 23,5690 17,58 21,05
Acetato de etilo 50 pg/mL 73,47 £ 0,66 71,8346 75,1150 72,82 74,14
Acuoso10 pg/mL 9,28 + 1,90* 4,5699 13,9968 7,62 11,35
Acuoso 50 pg/mL 33,55 +2,08* 28,3801 38,7257 31,28 35,37
Rutina10 pg/mL 72,89+ 1,39 69,4502 76,3327 71,81 74,45
Rutina 50 pg/mL 81,45+ 0,96 79,0738 83,8276 80,60 82,49

* Poseen diferencia con respecto al patrén de referencia Rutina (p < 0,05) test de Scheffé. D.E. (desviacion estandar)

90
80
70
60
< 50
<
X 40
B 10pg/mL
30
B 50ug/mL
20
10
0 ‘
Eter de Diclorometano Acuoso Etandlico Acetato de Rutina
petréleo etilo
Extractos y fracciones

Grafico 2 Actividad antioxidante de extractos y fracciones de partes aéreas (hojas, tallos y flores) de Loricaria
ferruginea (Ruiz & Pav.) Wedd.
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Tabla 4 Concentracion efectiva media (CE50) de la fraccion de acetato de etilo de Loricaria ferruginea (Ruiz & Pav.)

Wedd., y de Rutina

Parametros Acetato de etilo Rutina

CE,, 28,37 6,05

Intercepto 7,0940 2,695

Intervalo de confianza 95% -0,011-14,2 -15,71-21.1

Valor de p 0,05 0,67

Pendiente 1,51 7,82

Intervalo de confianza 95% 1,3-1,76 5,05-10,6

Valor de p <0.001 0,0029

R? 0,98957 0,9640733
DISCUSION a extractos y fracciones de dicho tipo, ya que por lo

Hasta el momento solo existe un estudio fitoquimico en
la especie Loricaria ferruginea (Ruiz & Pav) Wedd. "9, la
misma que detectd flavonoides y esteroides/triterpenos.
En el presente estudio se reportan también flavonoides
y esteroides/triterpenos y, adicionalmente, catequinas.
Los grupos de metabolitos secundarios identificados
en la especie guardan relacién con los reportados en
la literatura para la tribu Inuleaea a la cual pertenece la
especie (1®),

La evaluacion de la actividad antioxidante usando el
método de neutralizacion del radical DPPH es la primera
que se ha realizado en la especie Loricaria ferruginea
(Ruiz & Pav.) Wedd., y la primera en el género Loricaria.
De acuerdo a los resultados obtenidos, la fraccién de
acetato de etilo fue la que tuvo la mayor actividad. Este
hallazgo es similar al reportado por Algabr et al. @¥,
quienes en un estudio de la actividad antioxidante de
hojas de Pilicaria jaubertii, especie vegetal de la familia
Asteraceae concluyen que el extracto de acetato de etilo
posee la mayor actividad. Similares resultados los obtuvo
Parejo et al. en la evaluacion de actividad antioxidante
realizado en partes aéreas (hojas, tallos y flores) de
nueve especies bolivianas de la familia Asteraceae®).

En el analisis fitoquimico de la fraccion de acetato de
etilo, la de mayor actividad antioxidante del presente
estudio, se confirma los antecedentes con respecto
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