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RESUMEN

El gran interés del estudio de especies vegetales, se concentra en su riqueza
quimica. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antioxidante in
vitro del extracto de hojas de Laportea aestuans L. “ishanga colorada” y Mangifera
indica L. “mango chico rico” por 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo -- DPPH. Muestras de
hojas de las especies vegetales colectadas por conveniencia: hojas
pulverizadas, maceradas en metanol por siete dias y posteriormente filtradas.
Se prepararon soluciones de las muestras en concentraciones de 4, 8, 16, 32y
50 mg/mL; para el DPPH a concentracion de 0,1 mMol; las lecturas se
realizaron en el equipo espectrometro UV/vis a 517 nm. Los resultados
obtenidos para hojas de L. aestuans L. ICso = 21,14 mg/mL e ICso = 2,93 mg/mL
para M. indica L. Con respecto a la capacidad de reaccion con el radical libre
estable DPPH, el ICso que se obtuvieron fue menor en hojas de M. indica L. y
se concluye que exhiben una mayor capacidad antioxidante en comparacion a

hojas de L. aestuans L.

Palabras clave: Actividad antioxidante, DPPH, “ishanga colorada”, “mango

chico rico”.



ABSTRACT

The great interest in the study of plant species is concentrated in their chemical
richness. The objective of this work was to evaluate the antioxidant activity in
vitro of the leaf extract of Laportea aestuans L. "ishanga colorada" and
Mangifera indica L. "mango chico rico” by 1,1-diphenil-2-picryl-hydrazyl - DPPH.
Leaf samples of plant species collected for convenience: pulverized leaves,
macerated in methanol for seven days and subsequently filtered. Sample
solutions were prepared at concentrations of 4, 8, 16, 32 and 50 mg / mL; for
DPPH a concentration of 0.1 mMol; the readings were made on the UV / vis
spectrometer equipment at 517 nm. The results obtained for L. aestuans L.
leaves IC50 = 21.14 mg / mL and IC50 = 2.93 mg / mL for M. indica L.
Regarding the reaction capacity with the stable free radical DPPH, the IC50 that
is obtained was lower in leaves of M. indica L. and it is concluded that they

exhibit a higher antioxidant capacity compared to leaves of L. aestuans L.

Key words: Antioxidant activity, DPPH, “ishanga colorada”, “mango chico rico”.
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INTRODUCCION

El presente trabajo se desarrollé tratando de aprovechar la abundante flora que
existe en nuestra Regidbn Amazonica, las mismas que adn se encuentran
olvidados desde el punto de vista de la investigacion cientifica, mas no asi en la
etnoboténica; esto debido a que de forma ancestral se han venido utilizando
recursos naturales de generacion en generacion, para poder aliviar o evitar las

patologias de muchas enfermedades.

Basados en estas premisas, se ha elegido las especies de las hojas de Laportea
aestuans L y Mangifera indica L., para hacer la evaluacion de la actividad antioxidante
in vitro de estas dos especies que son muy utilizadas en nuestra Region como
plantas medicinales, y de ésta manera se consiga ampliar las investigaciones y

la bibliografia de estas especies.

El estrés oxidativo estd involucrado en el desarrollo de numerosas
enfermedades crénicas y en el proceso de envejecimiento (1). Asimismo,
puede generar desequilibrio entre la generacion de compuestos oxidantes y la
capacidad de los sistemas de defensa antioxidantes del organismo para hacer

frente a la agresion oxidativa y sus efectos adversos (2).

El alto indice de radicales libres que sobrepasa la cantidad de sustancias
antioxidantes, conduce al estrés oxidativo, lo que produce dafio celular (3). La
incapacidad del organismo para poder neutralizar los radicales libres a los que
se expone diariamente, obliga a recurrir a nutrientes que tengan propiedad de
neutralizarlos. Un nutriente tiene propiedades antioxidantes cuando es capaz
de neutralizar la accién de una molécula inestable, es decir un radical libre, sin

perder su propia estabilidad (4).

Actualmente la investigacién de antioxidantes naturales de origen vegetal es de
gran interés para la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria. La
incidencia del cancer puede ser disminuida con la ingesta de extractos
vegetales con actividad antioxidante. Entre los fitoquimicos se encuentran

compuestos fendlicos que protegen al organismo contra especies reactivas de



oxigeno (EROS) y radicales libres implicados en la génesis del estrés oxidativo,

los cuales causan enfermedades crénicas como el cancer (5).

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar la actividad
antioxidante in vitro de los extractos de hojas de Laportea aestuans L. “‘ishanga
colorada” y del extracto de hojas de Mangifera indica L. “mango chico rico” por 1,1-
difeni-2-picril-hidrazilo - DPPH.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Banchon, B. et al. (2018), en su investigacion “Cuantificacion de
manguiferina en diferentes variedades de mango (Mangifera indica L.) de
exportacién en el Ecuador”, determinaron los contenidos de mangiferina en
la corteza de tres variedades de mango de exportacion: Tommy Atkins
(Ta), Haden (Hd) y Edward (Ed). La metodologia utilizada consistié en que
el material vegetal lo sometieron a un desengrasado con n-hexano antes
de la extraccion por Soxhlet con metanol como disolvente. Los extractos
metandlicos fueron comparados en cuanto a rendimiento de soélidos
solubles, concentracion de fenoles totales y contenido de mangiferina por
UHPLC-MS. Los resultados obtenidos mostraron que la variedad Ta
presentd los mayores contenidos de sélidos solubles con 2,42%.
Concluyeron que la mayor concentracién de fenoles totales (346,20 mg/mL
expresado como equivalente de &cido galico) y de contenido de
mangiferina (15,66 g/100 g de corteza) la obtuvieron en la variedad Ed (6).

Zapata, M. et al. (2018), en su estudio “Comportamiento de compuestos
bioactivos y antioxidantes. Actividad del jugo de mango durante
almacenamiento a 4°C”, evaluaron el efecto del tiempo de almacenamiento
y la temperatura sobre el contenido de polifenoles, contenido de &cido
ascorbico y actividad antioxidante del jugo de mango cv. azlcar
almacenado durante 64 dias a 4°C. Como metodologia para el contenido
de polifenoles totales utilizaron el método Folin-Ciocalteu, la mangiferina y
el acido ascorbico los determinaron por HPLC (cromatografia liquida de
alta resolucion) y la actividad antioxidante la determinaron por Capacidad
de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) y ABTS++(2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) &cido). En sus resultados el contenido
fendlico total disminuy6 después de 16 dias de almacenamiento del jugo;
los valores de acido ascoérbico no mostré diferencias significativas hasta 48
dias de almacenamiento y el contenido de mangiferina fue casi constante

durante todo el tiempo de almacenamiento. La actividad antioxidante



determinada por el método ORAC fue constante hasta el final del
almacenamiento. Sin embargo, el valor de ABTS disminuyé después de 32
dias de almacenamiento del jugo. Concluyeron que el almacenamiento
hasta 32 dias del jugo de mango a 4°C no alter6 su actividad antioxidante

ni su contenido de acido ascérbico (7).

Oloyede, G. et al. (2013), en su trabajo “Chrysen-2-ol derivative from
west indian wood nettle Laportea aestuans (I.) Chew inhibits oxidation and
microbial growth in vitro”, aislaron y caracterizaron compuestos bioactivos
en n-hexano de la fraccion de L. aestuans. Determinaron su toxicidad y su
accion antimicrobiana frente a antimicrobianos in vitro y actividades de
barrido de radical libre. Para determinar los componentes quimicos
utilizaron como metodologia la columna de elucién en gradiente, técnica
cromatografica y ultravioleta/visible (UV), infrarroja (IR) y resonancia
nuclear magnética (RNM). La actividad de barrido del radical libre del
aislado la evaluaron utilizando tres métodos: efecto de barrido en radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), radical hidroxilo generado a partir de
hidrogeno (Método de perdxido) y tiocianato férrico. En sus resultados
obtuvieron un rendimiento porcentual del 91,2% para el criseno-2-ol (AC) y
un CLs0=1581233000,0 ug/mL, considerandolo como no toxico; asimismo
un valor de 0,0625 mg/mL como barrido de radical libre en las pruebas
DPPH con 64,73% y peréxido de hidrégeno con 99,22%. También
encontraron un 65,23% de inhibicibn a 1,0 mg/mL en la prueba de
tiocianato férrico. AC también mostro inhibicion del crecimiento microbiano
de forma significativa en comparacion con gentamicina y tioconazol,
respectivamente. Concluyeron que la presencia del derivado de chrysen-
2-0l en L. aestuans no era toxico y poseia importantes actividades

antimicrobianas y antioxidantes para su aplicacion etnomedicinal (8).

Hernadndez, J. et al. (2013), en su estudio “Actividad antioxidante de
lamina flexible de mango (Mangifera indica)”, evaluaron la actividad
antioxidante y el contenido de polifenoles totales en laminas flexibles de
mango cv. Tommy Atkins cultivados en el municipio Mara del estado

Zulia. En sus resultados la actividad antioxidante de la lamina fue


https://pubag.nal.usda.gov/?q=%22Orjuela-Baquero%2C%2BN.%2BM.%22&amp;search_field=author
https://pubag.nal.usda.gov/?q=%22Orjuela-Baquero%2C%2BN.%2BM.%22&amp;search_field=author

0,38+0,02 mM TROLOX/100g y 81,57+0,76 vitamina C/100 g. El contenido
de polifenoles totales en la lamina fue de 76,81+2,67 mg GAE/100 g.
Concluyeron que las laminas flexibles aportan una mayor cantidad de

compuestos polifendlicos totales (9).

1.2. Bases tedricas

1.2.1 Especies en estudio

A) Laportea aestuans L. “ishanga colorada”

Identificacién taxonémica

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Orden - Urticales

Familia : Urticaceae Juss.
Género : Laportea

Especie . Laportea aestuans L. (10).

Descripcion botanica: se desarrolla en forma arrastrante, tapizante,
alcanzando cada planta unos 30 cm de longitud. Presenta tricomas
urticantes dispersos. Sus hojas son simples, alternas, con lamina entera,
trinervada, con margenes dentados; contienen cristales de oxalato de
calcio que puede causar irritaciones en la piel. Inflorescencias en cimas
o glomérulos arreglados en estructuras paniculiformes, axilares. Los

frutos son aquenios asimeétricos (11).

Usos etnomédicos y modo de empleo: La medicina tradicional
atribuye a la infusion de las hojas, propiedades como diuréticas y
laxantes. El jugo de las hojas se usa contra la conjuntivitis y en general

como bactericida y antiinflamatorio.

Distribucion geogréafica: Meéxico, Las Antillas, Colombia, Ecuador,

Perd, Venezuela y Bolivia; Camerun, Madagascar y Tanzania.


http://tropicos.org/Name/42000054
http://tropicos.org/Name/42000054
https://es.wikipedia.org/wiki/Tapizante
https://es.wikipedia.org/wiki/Tricoma
https://es.wikipedia.org/wiki/Urticaria
https://es.wikipedia.org/wiki/Inflorescencia
https://es.wikipedia.org/wiki/Aquenio
https://es.wikipedia.org/wiki/Medicina_tradicional
https://es.wikipedia.org/wiki/Infusi%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Laxante
https://es.wikipedia.org/wiki/Conjuntivitis
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Antiinflamatorio

B) MangiferaindicaL. “mango chico rico”

Identificaciéon taxonémica

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Orden : Sapindales

Familia : Anacardiaceae
Género : Mangifera

Especie : Mangifera indica L. (11)

Descripcion botanica: arbol siempre verde de copa densa que puede
alcanzar los 20 m de altura (puede superar los 30 m de altura). Tronco
grueso de corteza negruzca con latex resinoso. Hojas alternas, simples,
coriaceas, de lanceoladas a oblongas, de 15 a 30 cm de longitud, de
color verde oscuro. Inflorescencias piramidales terminales. Flores
poligamas de pequefio tamafio, de color verde amarillento, con 4 a 5
sépalos y pétalos. Flores masculinas con 4 a 5 estambres, de los cuales
s6lo 1 o 2 son fértiles y de mayor tamafo. Flores femeninas con ovario
globoso y un estilo. Fruto drupa variable en forma y dimensiones,
aunque por norma general es ovoide-oblonga, con los extremos algo
aplanados, desde 4 a 25 cm de longitud y de color verde, verde
amarillento o anaranjado en la madurez, incluso con tintes morados o
rojos en algunas variedades. La pulpa del fruto es amarilla o anaranjada

y jugosa, con fibrosidades (10).

Cultivos y usos: se multiplica por semillas. Requiere suelos fértiles y
climas suaves. El fruto es rico en vitamina A y muy apreciado en los
paises tropicales. Se consume fresco y con él se elaboran conservas
dulces. En América Central se utiliza una decoccioén de las semillas para
eliminar parasitos intestinales, y la infusion de la corteza se utiliza como
laxante y febrifugo. Su madera se emplea para embalajes y carpinteria
local (10).


https://www.ecured.cu/Mango_(Fruta)
https://www.ecured.cu/Vitamina_A
https://www.ecured.cu/Am%C3%A9rica

1.2.2 Actividad antioxidante

Los antioxidantes son sustancias con capacidad de inhibir o prevenir la
oxidacion de otras moléculas. Operan en contra de los efectos
perjudiciales de los procesos de oxidacion. Los principales
antioxidantes presentes en cada una de las plantas son compuestos
fendlicos: acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, isoflavonoides,
estilbenos, lignanos y polimeros fendlicos. Dentro de este grupo, los
flavonoides y antocianinas muestran mayor capacidad para captar
radicales libres causantes del estrés oxidativo, atribuyéndosele asi
efecto beneficioso en prevencién de enfermedades cardiovasculares,
cancerigenas y neurolégicas; ademas de poseer actividad
antiinflamatoria, antialérgica, antitromboética, antimicrobiana y

antineopléasica (11,12).

Diversos compuestos cromogenos, como: Acido 2,2-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico  (ABTS, del inglés 2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo
(DPPH, del inglés 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl), N,N-dimetil-p-
fenilendiamina (DMPD, del inglés N,N-dimethyl-p-phenylenediamine),
N-6xido de 5,5-dimetil-1-pirrolina (DMPO, del inglés 5,5-Dimethyl-1-
pyrroline-N-oxide) y el Poder antioxidante de la reduccién férrica
(FRAP, del inglés Ferric ion reducing antioxidant power); son utilizados
para determinar la capacidad de los compuestos fendlicos para captar
radicales libres generados, que implican a especies reactivas de

oxigeno (11).

Una de las técnicas in vitro mas aplicadas, consiste en determinar la
actividad del antioxidante frente a sustancias cromogenas de
naturaleza radical. La pérdida de color ocurre de forma proporcional

con la concentracion. No obstante, la determinacién de la capacidad



antioxidante realizadas in vitro nos brinda tan sdlo una idea aproximada

de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo (11).

El método con DPPH es simple y rapido, el DPPH presenta un radical
libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion previa;
mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccion que
puede ser quimica (diéxido de manganeso, persulfato de potasio,
Agonistas beta de accion prolongada o ABAP), enzimatica (peroxidasa,
mioglobulina) o eletroquimica. Con el ABTS se puede medir la actividad
de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el
DPPH solo puede disolverse en medio organico. El radical ABTS tiene
la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414,
654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico, mientras que el DPPH
presenta un pico de absorbancia a 517 nm (11).

1.2.3 Ensayo con 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo -- DPPH

El uso del ensayo del efecto bloqueador de radicales libres de DPPH,
es un meétodo utilizado regularmente para evaluar la capacidad de los
antioxidantes para secuestrar radicales libres. La absorbancia a 517
nm disminuye a medida que ocurre la reaccion entre las moléculas
antioxidantes y los radicales de DPPH. Asi, cuanto mas rapidamente
decrece la absorbancia, mayor sera la actividad antioxidante del

extracto en estudio (13).

La molécula DPPH es conocida como un radical libre estable debido a
la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula
completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la

mayoria de los radicales libres.

La deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta
intenso tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm. Cuando
la solucion de DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede

donar un atomo de hidrégeno, el color violeta se desvanece. El cambio



de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para
la determinacién de los parametros y propiedades antioxidantes (14).

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre)
Morado

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Amarillo

Figura 1. DPPH antes y después de su reaccion con el compuesto antioxidante.
Fuente: Ohja (2012)

1.3. Definicién de términos béasicos

® Antioxidante: Sustancia que impide la formacion de 6xidos (16).

Radicales libres: son moléculas inestables que recorren nuestro
cuerpo intentando robar un electrbn con vistas a recuperar su
inestabilidad (17).

Estrés oxidativo: es el proceso de deterioro celular dependiente de

la produccién de radicales libres (18).

e ICso: La concentracion inhibitoria media maxima (ICso) es una medida
de la potencia de una sustancia para inhibir una funcion biolégica o
bioquimica especifica. Es una medida cuantitativa que indica qué
cantidad de una sustancia inhibidora particular (por ejemplo, un
farmaco) se necesita para inhibir, in vitro, un proceso biolégico o

componente biologico dado en un 50% (19).

e Especies reactivas de Oxigeno: Son generalmente moléculas muy

pequeias altamente reactivas debido a la presencia de una capa



de electrones de valencia no apareada (20).

Enfermedades degenerativas: es una afeccion generalmente cronica
durante la cual tiene lugar un proceso continuo basado en cambios
degenerativos en las células, en la cual la funcion o la estructura de los
tejidos u 6rganos afectados empeoran con el transcurso del tiempo
(21).

Regresién lineal: En estadistica la regresion lineal o ajuste lineal es
un modelo matematico usado para aproximar la relacion de
dependencia entre una variable dependiente, las variables

independientes (22).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipétesis

Las hojas de Laportea aestuans L. y Mangifera indica L. presentan actividad

antioxidante in vitro por el método 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo -- DPPH.

2.2. Variables y su operacionalizacion

Variable independiente

Extracto metandlico de hojas de Laportea aestuans L. y Mangifera indica L.

Indicador: concentracion de extractos metandlicos: 4 mg/mL, 8 mg/mL,

16 mg/mL, 32 mg/mL y 50 mg/ml.

Variable dependiente

Actividad antioxidante in vitro.

Indicador: capacidad de inhibicion de radicales libres al 50%.
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Operacionalizaciéon de variables

Variable Definicion operacional Tipo por su Indicador Escala de Medio de
independiente naturaleza medicion verificacion
Material vegetal seco micropulverizado, se
Extracto metandlico | adiciona metanol, sometida a maceracion por 7
de hojas de L. | dias, filtrado, concentrado en rota vapor a 40° C y Concentracion | Razén Hoja de reporte
aestuans L. y M. |a 40 rpm, la misma que se colocara en una estufa | Cuantitativa | de  extractos analitico.
indica L. a 40°C hasta sequedad y su posterior utilizacion metanolicos
en los ensayos hasta sequedad para su posterior
utilizacién en los ensayos.
Variable Definicion operacional Tipo por su Indicador Escala de Medio de
dependiente naturaleza medicién verificacion
Ensayo para determinar capacidad antioxidante
gue presentan extractos de especies vegetales.
Actividad Para la lectura se utilizaron cubetas de | Cuantitativa | Inhibicion de Hoja de reporte
antioxidante in | poliestireno de 1,5 mL de capacidad, donde se radicales Razoén analitico
vitro. agregd 0,975 mL de DPPH a concentracion de 0,1 libres al 50%

mM y 0,025 mL de extractos vegetales y en otra

cubeta se agregd 1 mL de metanol puro (blanco).
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3.1.

3.2.

CAPITULO IIl: METODOLOGIA

Tipo y disefio
Tipo de estudio: correlacional, porque se realizO comparaciones de la

variable dependiente entre los grupos experimentales y de control.

Disefio: experimental, porque se recopilé y analizé los datos obtenidos de
distintas fuentes con intervencion del investigador, se controlo
deliberadamente las variables para delimitar relaciones entre ellas a fin de

medir los resultados de manera concluyente.

Disefio muestral

Poblacién: esta constituida por las especies Laportea aestuans L. y

Mangifera indica L. del Centro Poblado de Quistococha.
Muestra: 2 Kg de hojas de ambas especies.

Muestreo o seleccion de la muestra: fueron colectadas por conveniencia

en el centro poblado de Quistococha.

Criterios de seleccion: se incluyé material vegetal identificado en buen

estado de conservacion.

3.3. Procedimientos de recoleccion de datos

A. Obtencién del material botanico

Colecta de especies vegetales: comenzd desde su ubicacion en el
Centro Poblado de Quistococha, tomando datos geo-referenciados del
lugar donde fueron ubicadas (3°49’13”S y 73°1942”0). Se utilizaron
tijeras podadoras y telescépicas, se cortd la cantidad de 2 Kg de hojas.
Se colocaron las muestras en sobres de manila debidamente rotuladas,

en las que se mantuvieron hasta su llegada al Laboratorio de
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Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana.

Preparacion y limpieza de muestras vegetales: se limpiaron y cortaron
las hojas en pequeiios fragmentos. Se elaboraron las exsicatas de hojas
de cada una de las especies vegetales para su posterior identificacion y

certificacion en el Herbario Amazonense - UNAP.

Certificacion de la especie vegetal: el Herbarium Amazonense de la
UNAP, certificé la especie vegetal y entregé una constancia con su

respectivo codigo de identificacion.

Secado y micropulverizado de las muestras vegetales: se traslado a un
ambiente de secado con un equipo deshumedecedor a una temperatura
de 40°C durante una semana. Después, se realizé la molienda (empresa
“‘Chacruna”), quedando las muestras en polvo (micropulverizado). El
micropulverizado se guardo en frascos de color ambar para su posterior

uso en los diferentes ensayos.

Preparacion de los extractos vegetales: de cada una de las muestras
preparadas, se pes6 5 g que fue diluido en 80 mL de metanol puro,
dejando macerar durante 7 dias en refrigeracion a 8°C; para lo cual se
utilizé frascos de color dmbar. Transcurrido el tiempo, se filtrg; la
soluciéon obtenida se enras6 a 100 mL con metanol, obteniéndose una
concentracion de 50 mg/mL (Solucion Madre). A partir de esta solucion,
se diluy6 a concentraciones menores: 4 mg/mL, 8 mg/mL, 16 mg/mL y
32 mg/mL.

. Determinacioén de la actividad antioxidante in vitro:

Se realizé por el método de DPPH con pureza del 99.9%, siguiendo la
metodologia de Villafio et al, (2007) (23).

Preparacion de la solucién DPPH: se pesé 3,9 mg de DPPH (394,32

g/mol de peso molecular) y se enras6 a 10 mL con metanol puro, el cual
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fue homogenizado utilizando el equipo ultrasénico; obteniéndose una
solucion stock de 1 mM de DPPH. A partir de esta solucién, se preparo
la solucion de trabajo: 0,1 mM de DPPH, para lo cual se diluye 1 mL de

la solucion stock hasta enrasar a 10 mL con metanol.

Lectura en el espectrofotdmetro: se utilizé cubetas de poliestireno de 1,5
mL de capacidad, donde se agregé 0,975 mL de DPPH a una
concentracion de 0,1 mM y 0,025 mL de los extractos de cada
concentracion; en otra cubeta se agregd 1 mL de metanol puro (blanco).
Las lecturas de las absorbancias se realizaron en un espectrofotometro
UV/Vis de marca Genesys a una longitud de onda de 517 nm. Cada

absorbancia fue leida a intervalos de 30 segundos durante 5 minutos.

Porcentaje de inhibicién del DPPH: indica el porcentaje de Inhibicion del
radical DPPH, por un agente antioxidante; en este caso, por los
extractos vegetales de cada una de las concentraciones evaluadas,

empleando la siguiente formula:

Abs control — Abs muestra

0, = X
(%Inh DPPH) yT—— 100

Dénde: Abs control es la absorbancia del DPPH-e sin el extracto
Abs muestra es la absorbancia del DPPHe con el extracto.

Instrumento: Hoja de reporte analitico

Concentracion Media Inhibitoria (ICso): cantidad de muestra que se
necesita para capturar radicales DPPH en un 50%. Asi, un menor valor
indica una mayor capacidad antioxidante, porque requiere menos
muestra para inhibir un 50% de radicales DPPH. Se calculé mediante la
ecuacion de la recta siguiente:

y=aln(x)+b
Donde: y= es la ecuacion de la recta

a, b = valores obtenidos por analisis de regresion, concentracion vs. % de

Inhibicion. In (x) = inversa de la funcion exponencial.
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3.4. Procesamiento y analisis de la informacion

Los datos fueron agrupados y presentados en tablas; se expresaron en
valores medios + desviacion estandar. Para determinar las diferencias
entre los diferentes tratamientos se realizaron los respectivos analisis de

varianza a los parametros evaluados de los extractos vegetales.

3.5. Aspectos éticos

Se tomO en cuenta las normas éticas del Instituto Nacional de Salud,
reconociendo que las decisiones relativas a las cuestiones éticas
relacionadas con la medicina, la ciencia de la vida y las tecnologias
conexas pueden tener repercusiones en los individuos, familias, grupos o

comunidades y en la especie humana en su conjunto.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Actividad Antioxidante in vitro

20.00

B68.55
70.00

60.10
60.00

50.00
41.15

40.00

30.00 26.80
20.67
20.00

% de Inhibicion del DPPH

10.00

0.00
4 3 16 32 50

Concentracién (mg/mL)

Fuente: elaboracion propia

Figura 2. Porcentajes de inhibicion del radical DPPH por el extracto de hojas

de Laportea aestuans L. “ishanga colorada”

Muestra el porcentaje de inhibicion al radical DPPH por el extracto de hojas de
Laportea aestuans L. “ishanga colorada”, observandose que a la concentracion
del extracto a 4 mg/mL presenta un porcentaje de inhibicién del 20,67%; a 8
mg/mL, 26,80%; a 16 mg/mL, 41,15%; a 32 mg/mL, 60,10%; y a 50 mg/mL, un
68,55%.
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Fuente: elaboracién propia

Figura 3. Porcentaje de Inhibicion del radical DPPH por el extracto de hojas de

Mangifera indica L. “mango chico rico”

Muestra el porcentaje de inhibicion al radical DPPH por el extracto de hojas de
Mangifera indica L. “mango chico rico”, observandose que a 4 mg/mL de
concentracion presenta un porcentaje de inhibicion del 82,85%; a 8 mg/mL,
86,08%; a 16 mg/mL, 86,57%; a 32 mg/mL, 86,61%; y a la concentracién de 50
mg/mL, 87,74%.
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Fuente: elaboracion propia

Figura 4. Porcentaje de Inhibicién del radical DPPH« entre los grupos de

estudio por cada concentracion evaluada

Se observa que las hojas de Laportea aestuans L. “ishanga colorada” a las
concentraciones de 32 y 50 mg/mL, presentaron los mayores valores (mayores
al 50%), con el 60,10% y 68,55%, respectivamente; mientras que las hojas de
Mangifera indica L. “mango chico rico” a todas las concentraciones evaluadas,
presentaron valores mayores al 50% de porcentaje de inhibicion, con el 82,85%,
86,08%, 86,57%, 86,61% Yy 87,74%, respectivamente.
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Tabla 1. Porcentaje de Inhibicibn de las especies vegetales en estudio al
radical DPPH- a la concentracion de 50 mg/mL

% Inhibicién + DesVest

Especie vegetal Parte usada
Extracto metandlico
Laportea aestuans L. Hojas 68.55 + 20.67
Mangifera indica L. Hojas 87,74 + 1,85

Fuente: elaboracion propia

Se muestran los porcentajes de inhibicibn obtenidos de las dos especies
vegetales a la mayor concentracion (50 mg/mL). El extracto metandlico de
hojas de M. indica L. presenta 87,74% de inhibicion con una desviacion
estdndar de #1,85 siendo el valor mas alto en porcentaje de inhibicion a
radicales libres producidos por el reactivo DPPH vy L. aestuans L. con 68,55% de

inhibicién con una desviacion estandar de +20,67.
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Tabla 2. Descriptivo de los grupos de estudio segun porcentaje de inhibicion
DPPH

95% del intervalo de

o confianza para la
Grupos de Desviacion P

. N Media . media Minimo Maximo
estudio estandar . L.
Limite Limite
inferior superior
Laportea
5 43,45 20,67 17,79 69,12 20,67 68,55
aestuans L.
Mangifera
o 5 85,97 1,85 83,68 88,26 82,85 87,74
indica L.

Fuente: elaboracion propia

Se observa los estadisticos de los grupos de estudio — Porcentaje de inhibicién
DPPH, donde el extracto de hojas de Laportea aestuans L. obtuvo un 68,55 de
porcentaje de inhibiciébn al radical DPPH, con una desviacion estandar de
20,67; mientras que Mangifera indica L. fue de 87,74 de porcentaje de
inhibicién al radical DPPH, con una desviacion estandar de 1,85. Asimismo, se

observa para cada grupo los respectivos intervalos de confianza al 95%.

Tabla 3. Prueba de homogeneidad de varianzas — porcentaje de inhibicién
DPPH

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
14,888 1 8 0,005

Fuente: elaboracion propia
Aplicando el programa SPSS version 22, se muestran los resultados de la

prueba de Levene, determindndose que dichas muestras no presentan

varianzas homogéneas, con un valor sig = 0,005.
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Tabla 4. Andlisis de varianza de grupos de estudio - porcentaje de inhibicion
DPPH

Suma de Media

cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 4519,026 1 4519,026 20,990 0,002
Dentro de grupos 1722.322 8 215,290
Total 6241,348 9

Fuente: elaboracion propia

Aplicando el programa SPSS version 22, se determind que sig.=0,002, siendo
menor que a=0,05; observandose que existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de estudio segun el porcentaje de inhibicion del

DPPH, es decir, que los grupos producen diferente porcentaje de inhibicion.

Tabla 5. Prueba de normalidad de los datos segun grupo de estudio —

porcentaje de inhibicion DPPH

Kolmogorov - Smirnov®

Grupo ) )
Estadistico gl Sig.

Porcentaje 0255 5 0,066°

de inhibicion

c. Correcciébn de significacion de

Lilliefors

Fuente: elaboracion propia

En la tabla 5, aplicando el programa SPSS versiéon 22 y la prueba de
Kolmogorov — Smirnov, se observa que todos los grupos presentan normalidad,
luego de comparar el valor de la sig = 0,066 (6,6%) mayor que el valor de a =

0,05 (5%). El analisis de normalidad permite realizar pruebas paramétricas.
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Tabla 6. Calculo de ICso a partir de la ecuacion obtenida con su respectivo R?

Especie vegetal Ecuacion R? ICso

Laportea aestuans y = 19,971In(x) — 10,932 0,9733 21,14mg/mL
L. — Hojas
Mangifera indica L.
— Hojas y =1,6112In(x) + 81,581 0.7908 2,93 mg/mL

Fuente: realizacion propia

La Tabla 6 muestra los valores de ICso de las especies vegetales estudiadas,
en la que se evidencia que Mangifera indica L. — Hojas, en comparacion con
Laportea aestuans L. — Hojas, mostré un mejor resultado en cuanto al ICso, debido
a que obtuvo el menor valor (2,93 mg/mL), lo que indica que a esta

concentracion inhibe un 50% al radical DPPHes.
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CAPITULO V: DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion, se evalué la actividad antioxidante in
vitro de las hojas de Laportea aestuans L. “ishanga colorada” y Mangifera indica L.
“mango chico rico” por 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo -- DPPH. Las dos especies
vegetales evaluadas presentaron inhibicién al radical DPPH-, resaltandose la
concentracion de 50 mg/mL con un 87,74% para Mangifera indica L. y Laportea
aestuans L. con 68,55%, presentando un porcentaje de actividad antioxidante
superior al 25%. Esto guarda relacion con el estudio de Oloyede G et al en su
trabajo “Chrysen-2-ol derivative from west indian wood nettle Laportea aestuans
(1) Chew inhibits oxidation and microbial growth in vitro”, quienes aislaron y
caracterizaron compuestos bioactivos en n-hexano de la fraccion de L.
aestuans, determinando el barrido de radical libre utilizando como metodologia
tres métodos: efecto de barrido en radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
radical hidroxilo generado a partir de hidrégeno (Método de perdxido) y
tiocianato férrico. En sus resultados obtuvieron un valor de 0,0625 mg/mL como
barrido de radical libre en las pruebas DPPH con 64,73% y peréxido de
hidrogeno con 99,22%; también, un 65,23% de inhibiciébn a 1,0 mg/mL en la

prueba de tiocianato férrico. (8).

Con el presente estudio se obtuvo valores de ICso = 21,14 mg/mL para hojas de
Laportea aestuans L. e ICso = 2,93 mg/mL para hojas de Mangifera indica L., lo
que concuerda con el estudio de Zapata, M. et al. (2018) (7) en su trabajo
“‘Comportamiento de compuestos bioactivos y antioxidantes, del jugo de
mango, determinando su actividad antioxidante mediante el método ORAC. El
valor de ABTS disminuy6 después de 32 dias de almacenamiento del jugo,
concluyendo que el almacenamiento hasta 32 dias de jugo de mango a 4 °C no
alterd su actividad antioxidante y el contenido de acido ascorbico.

También se relaciona con el estudio de Hernandez, J. et al (2013) sobre la

“‘Actividad antioxidante de lamina flexible de mango (Mangifera indica)”,

quienes concluyeron que la actividad antioxidante de la lamina fue 0,38 + 0,02

mM TROLOX/100g (9).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

El extracto metandlico de hojas de Mangifera indica L. - Hojas, presento
mejor porcentaje de inhibicion al radical DPPHe« en la concentracion de
50 mg/mL con un 87,74%, la misma que se diferencia de Laportea

aestuans L. - Hojas con 68,55%.

Los valores de ICso = 21,14mg/mL obtenido para hojas de Laportea
aestuans L. - Hojas e 1Cso = 2,93mg/mL para Mangifera indica L. permite
concluir que las hojas de ésta Ultima especie vegetal presenta menor

ICs0, identificandose asi como el de mejor actividad antioxidante in vitro.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

En relacién con las especies investigadas, se recomienda fomentar otros
estudios tales como: actividad antimicrobiana, antiinflamatoria,
antihiperglicemiante y otras, a fin de contribuir a su aprovechamiento

sostenible, dando asi un valor agregado a las mismas.

Que, se efectien estudios toxicolégicos de las mencionadas especies en
estudio.

Que, se efectien estudios en otros érganos de las especies tratadas,
respecto a su actividad antioxidante.

Que, en funcién de la biodiversidad en nuestra Amazonia, continuar la

realizacion de investigaciones para ampliar el conocimiento de las plantas

medicinales.
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ANEXOS

Anexo 1: Diagrama de flujo de la determinacion de la actividad antioxidante en

especies vegetales.

Solucién madre: 5 g de
muestra seca en 100 ml de
metanol.

DPPH (1 mMol): 3,9 mg de
DPPH en 10 ml de metanol.

Y

Soluciones stock: A partir
de la solucibn madre se
preparara soluciones de 4,
8, 16, 32, y 50 mg/ml.

A4

DPPH (0,1 mMol): se disolvié
DPPH (1,0 mMol) en 10 ml de
metanol.

A 4

Lectura: Por espectrofotometria a una
longitud de onda de 517 nm, 0,025 ml de
extracto y 0,975 ml de DPHH 0,1 mMol, se
realizara en 5 minutos a intervalos de 30
segundos y se toma los datos.




Anexo 2: Constancia de certificacion de la especie vegetal

e Centro de Investigacién de
s i " UNAP Recursos Naturales
- Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENT{FICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.° 12-2020-AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarlum Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, las muestras botdnicas presentada por SALOME MARINA ESCALANTE RENGIFO, bachiller de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de L2 Universidad Nacional de la Amazonia Peruana pertenece al
proyecto de tesis de pre grado titulado “Actividad antioxidante in vitro de hojas de Laportes aestuans
L.y Mangifera indica L. por el método de 1,1 ~DIFENIL - 2 PICRIL - HIDRAZILO - DPHH™ han sido
DETERMINADAS en este Centro de Investigacién y Enseflanza Herbarium Amazonense-AMAZ del
Centro de Investigackdn de Recursos Naturales de la UNAP-CIRNA-UNAP como se indica a continuacién:

N FAMILIA  ESPECIE ]
01 | URTICACEAE Laportea sestuans (L.) Chew
02 | ANACARDIACEAE Mangifera indica L.

Determinador: Ing. Forestal Juan Celidonio Rulz Macedo

A los slete dias del mes de setiembre del dos mil veinte, se expide la presente constancia a la interesada
para los fines que se estime corveniente.

Atentamente,
\
AN
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Rldmd Hu MAM
?ﬂmmwrﬁ im Amazorense Q“"‘"“’d’
——UNIVERSIDAD—
|LICENCIADA
Drrecchén Powad/Naney — Iqeitos Perd Phga 1de 1 (RS0 11 i Smisa ca |
Aode, 496 L
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Anexo 3: Proceso de la parte experimental de la tesis

a. Processo de filtracion. b. Lectura en el espectrofotometro.

Anexo 4: Cubetas con extracto metandlico de Laportea aestuans L., después

de su lectura en espectrofotdmetro UV-visible
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Anexo 5: Cubetas con extracto metanélico de Mangifera indica L., d
su lectura en espectrofotometro UV-visible

MoS - Man g\ K con S\M‘sc\ L -~ N\osas

Anexo 6: Imagen del reactivo DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)




ANEXO 7. Espectrofotdmetro UV/Vis marca Genesys 10S




