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AA Acido ascorbico

AChE Acetilcolinesterasa

ABTS 2,2’ acido azinobis-3-etil-benzotiazolin-6-sulfonico
AcOEt Acetato de etilo
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BHT Butilhidroxitolueno

BuOH Butanol

CLso Concentracion letal media

Clso Concentracion inhibitoria media
CYTED Programa Iberoamericano de ciencia y tegnologia para el desarrollo
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DPPH 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo

EET Extracto etandlico total
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EAG Equivalente a &cido galico
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RESUMEN

Se determiné actividad antioxidante y citotoxica en extractos etandlicos totales de
hojas de Zephyranthes carinata (Amaryllidaceae) obtenidos por los métodos de
extraccion: Soxhlet y Percolacion, asi mismo se cuantifico el contenido de
compuestos fenolicos presentes en esta especie.

Se encontrd que de la actividad antioxidante evaluada con los métodos DPPH" y
ABTS** fueron mayores en los extractos etandlicos y subfracciones obtenidos por
el método de soxhlet que con el método de percolacion. Con el método DPPH" la
subfraccion de Hex y la subfraccion de BuOH fueron los que presentaron la mayor
actividad antioxidante (Cls0=448,71 + 3,42 pg/mL y Clso = 482,37 = 4,09 pg/mL
respectivamente). La subfraccion de Hex mostré una mayor velocidad de captacion
de radicales DPPH* a los 15 min de reaccién, en comparacion con la subfraccion de
BuOH. Con la subfraccion de BUOH de encontr6 que la captacion de radiales DPPH®
a los 15 min no fue completa, debido a que a mayores tiempos de reaccion
continuaba captando radicales libres, presentando por lo tanto una mayor actividad
antioxidante en comparacion con con la subfraccién de Hex. Con el método ABTS**
se encontrd que la subfracciébn de BUOH present6 la mayor actividad antioxidante
(Clso =578,95 + 3,03 pg/mL), y la misma presentd el mayor contenido de fenoles
totales (67,49 + 0,14 mg EAG / g ms) y flavonoides totales (56,94 + 0,96 mg EAQ /
g ms). La actividad antioxidante por el método Rancimat demostré que el EET
obtenido por soxhlet fue el que presenté una mayor actividad protectora frente al
aceite de ajonjoli (FP=1,11 + 0,00). Respecto a la actividad citotéxica utilizando el
bioensayo de Artemia franciscana se encontr6 que el EET obtenido por soxhlet a
las 6 y 24 horas de exposicion fue mas letal en comparacioén con EET obtenido por
percolacion (ClLso= 328,61 + 1,04 pg/mL y CLso=188,80 + 1,25 upg/mL
respectivamente), clasificAndose ambas concentraciones segun el CYTED como
moderadamente toxico.

Palabras clave: Amaryllidaceae; Zephyranthes carinata; Actividad antioxidante;
Estabilidad oxidativa; Contenido fendlico total; Actividad citotoxica.



ABSTRAC

Antioxidant and cytotoxic activity was determined in total ethanol extracts of leaves
of Zephyranthes carinata (Amaryllidaceae) obtained by the extraction methods:
Soxhlet and Percolation, as well as the content of phenolic compounds present in
this species.

It was found that of the antioxidant activity evaluated with the DPPH® and ABTS**
methods were higher in the ethanolic extracts and subfractions obtained by the
soxhlet method than with the percolation method. With the DPPH method, the Hex
subfraction and the BuOH subfraction were the ones with the highest antioxidant
activity (ICso =448.71 £ 3.42 ug/ mL and I1Cs0 = 482.37 £ 4.09 pg / mL respectively).
The Hex subfraction showed a higher DPPH" radical uptake rate at 15 min reaction,
compared to the BuOH subfraction. With the BUOH subfraction, it was found that
DPPH*® uptake at 15 min was not complete, because at higher reaction times it
continued to capture free radicals, thus presenting a higher antioxidant activity as
compared to the subfraction of Hex. With the ABTS** method, it was found that the
BuOH subfraction presented the highest antioxidant activity (ICso = 578.95 + 3.03 ug
/ mL), and it had the highest total phenol content (67.49 + 0, 14 mg EAG / g ms) and
total flavonoids (56.94 £ 0.96 mg EQ / g ms). The antioxidant activity by the Rancimat
method showed that EET obtained by soxhlet was the one that presented a greater
protective activity against sesame oil (PF = 1.11 = 0.00). With regard to cytotoxic
activity using Artemia franciscana bioassay, it was found that EET obtained by
soxhlet at 6 and 24 hours of exposure was more lethal compared to EET obtained
by percolation (CLso = 328.61 + 1.04 ug / mL And CLso = 188.80 + 1.25 ug / mL
respectively), both concentrations being classified according to CYTED as
moderately toxic.

Keywords: Amaryllidaceae; Zephyranthes carinata; Antioxidant activity; Oxidative
stability; Total phenolic content; Cytotoxicity activity.



1 INTRODUCCION

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) se producen continuamente en los
sistemas biolégicos como productos o subproductos de reacciones enzimaticas y
también producidas por las fuentes exdgenas incluyendo el tabaco, el humo, las
radiaciones y los pesticidas. Estas ERO son capaces de oxidar las estructuras
celulares como los &cidos nucleicos, proteinas, lipidos e hidratos de carbono,
produciendo enfermedades degenerativas como: cataratas, aterosclerosis, muerte
celular y cancer. Las ERO pueden detener su accion oxidativa por medio de los
antioxidantes, los cuales donan electrones o atomos de hidrogeno logrando
estabilizar los radicales libres.

El género Zephyranthes (Amaryllidacea) comprende aproximadamente 60 especies
de plantas originarias de América. Son plantas perennes, herbaceas y bulbosas que
han sido empleadas principalmente como plantas ornamentales y utilizadas como
medicina alternativa por muchos paises debido a sus actividades farmacologicas.
Zephyranthes carinata es una especie de planta bulbosa originaria de México y
Guatemala, ha sido utilizada en la medicina tradicional en China para calmar la
fiebre y para tratar los abscesos. Tiene actividades bioldégicas como antiinflamatorio,
anticolinesterasico, antitumoral, debido principalmente a su contenido de alcaloides.
En Colombia el género Zephyranthes es muy abundante sin embargo se ha
encontrado pocos estudios a nivel fitoquimico en la especie Z. carinata. Los estudios
realizados se han enfocado en bulbos cuyos alcaloides han presentado alta
actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa asociada al mal de Alzhéimer.
Debido a la gran diversidad de metabolitos que presenta el género Zephyranthes en
este trabajo de investigacién se pretende determinar la actividad antioxidante y
citotoxica en extractos etandlicos totales de las hojas de Zephyranthes carinata,
obtenidos por dos métodos de extraccion: soxhlet y percolaciéon, asi mismo
cuantificar el contenido de compuestos fendlicos presentes en esta especie.


https://es.wikipedia.org/wiki/Plantas_perennes
https://es.wikipedia.org/wiki/Herb%C3%A1cea
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantas_bulbosas
https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta_bulbosa

2 MARCO TEORICO

2.1 FAMILIA AMARYLLIDACEAE

Amaryllidaceae es una familia de plantas herbaceas, perennes, bulbosas o
rizomatosas, pertenecientes al orden Asparagales de las monocotiledéneas?.
Comprenden alrededor de 59 géneros y 800 especies?. Tienen una amplia
distribucion (figural) y se encuentra bien representada en los tropicos siendo los
principales centros de distribucion América del sur, sur de Africa, especialmente en
la region andina, en Europa principalmente en el Mediterraneo y en algunas
regiones templadas de Asia®. En Colombia esta familia botanica se encuentra
ampliamente distribuida, encontrandose los géneros Phaedranasa, Sprekelia,
Hymenocallis, Zephyranthes, Hippeastrum y Crinum entre otras®.

N
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Figura 1. Distribucién de familia Amaryllidacea en las diferentes regiones tropicales
y subtropicales del mundo. Imagen tomada de www.thecompositaehut.com

Esta familia de plantas ademas de ser utilizadas ornamentalmente se han empleado
como hierbas medicinales durante miles de afios por pueblos indigenas de todo el
mundo?, por ejemplo la especie Narcissus tazetta ha sido utilizado en la medicina
tradicional en la China e India como analgésico y por comunidades del norte de
Africa los cuales le han atribuido propiedades anticancerigenas®. La especie
Hippeastrum vittatum se emplea en Haiti y Republica Dominicana para casos de
inflamaciéon aguda, y para el tratamiento de traumatismos®, Narcissus
pseudonarcissus se utiliza en Espafia como calmante para la tos’, Hippeastrum
reginae se utiliza en México como expectorante®. En la actualidad estas plantas han
sido consideradas de gran interés debido a su contenido de alcaloides con
actividades farmacolégicas importantes.


https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Hierba
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta_perenne
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantas_bulbosas
https://es.wikipedia.org/wiki/Rizoma
http://www.thecompositaehut.com/

2.1.1 Alcaloides de la familia Amaryllidaceae

Los alcaloides de la familia Amaryllidaceae (figura 2) son un tipo especifico de
alcaloides derivados de la isoquinolina caracteristicos y practicamente exclusivos
para esta familia de plantas. El amplio nUmero de estos compuestos y las multiples
variaciones a nivel estructural que presentan los alcaloides de esta familia se deben
a las rutas biosintéticas que los producen, por lo que se encuentran clasificados en
nueve esqueletos del tipo: norbelladina, licorina, homolicorina, crinina,
hemantamina, narciclasina, tazetina, montanina y galantamina, alcaloides
procedentes del precursor O-metilnorbelladina. Sus particularidades quimicas mas
notables se resumen a continuacion?:

1. Una estructura base Cs-Ci1-N-C2-Cs, en la que la porcion Ces-C1 deriva del
aminoécido L-fenilalanina y el fragmento N-C2-Ce proviene de L-tirosina.

2. Son bases moderadamente débiles con pKa entre 6 y 9.

3. La mayoria contiene un solo atomo de nitrégeno, el cual puede ser secundario,
terciario o incluso cuaternario. Tipicamente, el nimero de carbonos varia entre 16
y 20, segun los sustituyentes del sistema policiclico.

Figura 2. Ejemplos de alcaloides de la familia Amaryllidaceae A. Norbelladina, B.
Galantamina, C. Licorina, D. Hemantamina, E. Montanina, F. Crinina3.

2.2 GENERO ZEPHYRANTHES

El género Zephyranthes (Amaryllidacea) comprende aproximadamente 60 especies
de plantas perennes, herbaceas y bulbosas originarias de América.® 1° produce
flores de color rosa, blanco o amarillo por tallo (figura 3)!t. Han sido ampliamente


https://es.wikipedia.org/wiki/Plantas_perennes
https://es.wikipedia.org/wiki/Herb%C3%A1cea
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantas_bulbosas

utilizados ornamentalmente y tradicionalmente se conocen como “lirios de lluvia’
debido a su tendencia a florecer poco después de periodos lluviosos. El género
Zephyranthes es muy abundante en Colombia, segun lo reportado en la literatura.
Se conocen 6 especies; Z. susatana, Z. albiella, Z. carinata, Z. puertoricensis, Z.
robusta, y Z. rosea.’ Las investigaciones que se conocen sobre este género de
plantas en Colombia, esta relacionado con las caracterizaciones morfolégicas, que
también enriquecen el conocimiento de la diversidad botanica y con el cual se han
podido establecer diferencias entre otras especies de Zephyranthes. Sin embargo,
existe la necesidad de realizar un andlisis quimico, caracterizaciones biologicas, e
identificacion de principios activos en estas plantas dado su potencial terapéutico.

Figura 3. Especies del genero Zephyranthes reportados en Colombia A: Z. carinata,
B: Z. susatana, C: Z. rosea®.

2.3 Zephyranthes carinata
2.3.1 Habitat y distribucion

Zephyranthes carinata, es una especie de planta bulbosa perteneciente a la familia
de las Amaryllidacea, originaria de México y Guatemala. Esta especie se expandio
ampliamente desde el sur de EE.UU. hasta Costa Rica, las Antillas, y algunos
lugares aislados en América del Sur'?. En Sudamérica, aparentemente sélo se
produce cultivado y naturalizado, generalmente florece después de los periodos
lluviosos, pero en pastos himedos y bajo condiciones de cultivaciéon®. Se ha
observado como una maleza en las plantaciones de cafia de azucar en el cinturon
subandino y como colonizador en pastos y laderas. En Colombia esta especie se
encuentra distribuida en los departamentos de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca,
Santander y Cauca. También se cultiva con frecuencia en jardines, sobre todo en
regiones frias por encima de 2200 m.s.n.m*3,


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Planta_bulbosa

2.3.2 Descripcion taxondmica

La especie Z. carinata presenta la siguiente clasificacion taxonémica:

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Lilianae Takht

Orden: Asparagales Link

Familia: Amaryllidaceae J. St.-Hil
Género: Zephyranthes

Especie: Zephyranthes carinata

2.3.3 Descripciéon exomorfologica

Presenta bulbos ovoides de 3,5 cm de diametro, tunicas de color rojo vino, escapo
de 10-15 cm de largo, espata lila oscuro grande (35-50 mm), pedunculo de 10-30
mm de largo, perigone grande, de color rosa, con un tubo de hasta 20 mm de largo,
tépalos de 60 mm de largo y 15-20 mm de ancho, anteras erguidas, amarillo grande
(15-20 mm de largo), estilo de 50-60 mm de largo, con tres I6bulos cortos de 1,5-2
mm?®.

Figura 4. Fotos de la especie Zephyranthes carinata Fuente: Fotos tomadas por
Oscar Dario Bermudez Zambrano, Depto de Biologia, Popayan, Cauca.

2.3.4 Propiedades bioldgicas del genero Zephyranthes

Las plantas del genero Zephyranthes son conocidas por su valor ornamental y
propiedades medicinales debido a su contenido de metabolitos los cuales presentan
diferentes actividades farmacoldgicas. Por ejemplo, en el estudio de Zhan et al** y
Chilpa et al*® se aislaron 17 y 6 alcaloides de Zephyranthes candida y Zephyranthes
concolor respectivamente. Los alcaloides tipo galantamina en ambos estudios
exhibieron actividades inhibidoras de AChE. Aslam et al'® evalu6 la actividad de
captacion de radicales DPPH, actividad antiinflamatoria, actividad analgésica y
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actividad toxicolégica en ratas albinas wistar, utilizando extractos metanolicos de
Zephyranthes citrina encontrando que estos poseen potencial para ser utilizados en
el campo farmacolégico. Kojima et al*® y Luo et al'’ aislaron 2 y 7 alcaloides de
Zephyranthes carinata y Zephyranthes candida respectivamente, los cuales
presentaron una potente actividad citotoxica en diversas lineas celulares tumorales
humanas. Zhan et al*® aislaron cuatro flavonoides de Zephyranthes candida (figura
5) estos mostraron efectos inhibidores significativos en la produccién de monéxido
de nitrégeno inducida por lipopolisacéridos en macréfagos de raton lo que sugiere
su potencial como agentes antiinflamatorios.

En Colombia existen pocos estudios a nivel fitoquimico de la especie Z. carinata,
los analisis realizados se han enfocado en los bulbos como en el trabajo de Cortés
et al'® quien reporté la presencia de 22 alcaloides en esta especie identificados
mediante GC/MS, los extractos de alcaloides exhibiron una alta actividad inhibitoria
de la enzima acetilcolinesterasa (Clso = 5,97 = 0,24 pg/mL) lo cual sugiere que
pueden ser utilizados para el tratamiento del Alzheimer. Debido a las diferentes
actividades biolégicas que puede presentar esta especie, en el presente trabajo de
investigacion se determind la actividad antioxidante y citotoxica en extractos
etandlicos de hojas de Z. carinata con el fin de encontrar nuevos productos naturales
gue puedan aplicarse en el futuro a nivel humano o industrial.
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Figura 5. Algunos flavonoides reportados en el género Zephyranthes A. (2S)-7,3'-
dihidroxi-4'-metoxiflavan-3'-O-3-D-glucopirandsido. B (2S)-7,3’-dihidroxi-4’-
metoxiflavan. C (2S)-7,4'-dihidroxi-3'- metoxiflavan. D (2R,3R)-7-metoxi-flavan-3-
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2.4 RADICALES LIBRES Y ANTIOXIDANTES

Un radical libre es una especie quimicas que tiene en su estructura uno 0 mas
electrones desapareados, lo que lo convierte en un compuesto altamente inestable
y reactiva con gran capacidad de formar otros radicales libres por reacciones
quimicas en cadena?l. Dentro de este concepto general, las formas reducidas del
oxigeno se denominan especies reactivas del oxigeno (ERO) (Tablal), en las que
se incluyen radicales libres y peroxido de hidrogeno. Las ERO son producto del
metabolismo celular y fuentes exdégenas (rayos X, humo de tabaco, contaminacion
ambiental); tienen una participacién dual en la célula, ya que pueden adoptar un
papel benéfico o perjudicial en los sistemas vivos.

Tabla 1 Principales especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN)?2.

Radicales libres Especies reactivas no radicales
Superoxido Oz~ Peréxido de hidrogeno H202
Hidroxilo HO: Hidroperéxidos ROOH
Alcoxi RO Acido hipocloroso, HOCI
Peroxi ROO: Oxigeno singlete 102
Oxido Nitrico NO- Ozono O3
Dioxido de nitrégeno ‘NO2 Peroxinitrito ONOO-
Radical nitrato ‘NO3 Peroxinitrato O2NOO

Acido nitroso, HNO>

Dado que las ERO y otras formas de radicales libres se producen constantemente
en forma inevitable durante los procesos metabdlicos, las células han desarrollado
un poderoso y complejo sistema de defensa para limitar la exposicidon a estos
agentes que reciben el nombre genérico de antioxidantes, los cuales pueden
definirse como compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidacién de otras
moléculas inhibiendo la iniciacién o propagacién de las reacciones en cadena de los
radicales libres. También se pueden definir como: cualquier sustancia que es capaz
de retrasar o prevenir o eliminar el dafio oxidativo de una molécula diana?3.

2.5 CLASIFICACION DE ANTIOXIDANTES

No existe un criterio Unico para la clasificacion de los antioxidantes, por que varios
de ellos actian por diversos mecanismos. La literatura reporta varias formas de
clasificacion a saber:



2.5.1 Clasificacion segun fuente de origen

En ésta clasificacion encontramos los antioxidantes naturales y los antioxidantes
sintéticos. Los antioxidantes naturales se extraen de plantas y animales. Entre los
antioxidantes de origen natural se destacan los carotenoides y los polifenoles como
los acidos fendlicos, flavonoides, acidos hidroxibenzoicos y &acidos
hidroxicinamicos?*. Los antioxidantes sintéticos que en su mayoria son compuestos
fendlicos con varios grupos alquilo, como el butil-hidroxianisol (BHA), butil-
hidroxitolueno (BHT), ter-butil-hidroquinona (TBHQ) y propilgalato (PG); donde la
estructura de éste tipo de compuestos permite donar un protén a un radical libre?®.

2.5.2 Clasificacion segun accion en organismos vivos

En ésta categoria los antioxidantes se agrupan en primarios, secundarios y
terciarios. Los primarios previenen la formacion de nuevas especies reactivas de
oxigeno. Esto se consigue convirtiendo las especies reactivas de oxigeno en
moléculas menos perjudiciales, antes de que puedan reaccionar, o evitando su
produccion a partir de otras moléculas. En este grupo se destacan las siguientes
enzimas glucosa oxidasa, el peroxido dismutasa, la catalasa, y la glutatién
peroxidasa®®. Los antioxidantes secundarios capturan los radicales y evitan las
reacciones en cadena. Ejemplos de ellos son la vitamina E y C, B-caroteno y
sustancias endogenas con capacidad antioxidante, entre las cuales se encuentran
glutatiéon urato, bilirrubina y ubiquinona?’. Finalmente los antioxidantes terciarios que
son los encargados de la reparacion de las biomoléculas dafiadas. En este grupo
se incluyen las enzimas endonucleasa apurinica/apirimidinica y polimerasa 3,
reparadoras del ADN, y la metionina sulféxido redutasa?®.

2.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede
determinarse por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion
controlado. La medicion de una muestra oxidante, puede usar intermediarios o
productos finales para valorar la actividad antioxidante?®,

La actividad antioxidante de una muestra no puede ser determinada basandose solo
en un ensayo de prueba. En la practica se realizan muchos modelos de test invitro
(ver tabla 2) para evaluar la actividad antioxidante de la muestra de interés; sin
embargo, es necesario considerar que los modelos presenten diferentes variaciones
loc cual puede dificultar un poco la comparacion de los resultados entre un método
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y otro. Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para
determinar de capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias:

Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y
ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones (SET)%. Sin
embargo, el mecanismo que domina un sistema sera determinado por la estructura
quimica del antioxidante, su solubilidad, coeficiente de particidn, energia de
disociacion de enlace, potencial de ionizacién y condiciones del medio de reaccion,
como el pH.

Tabla 2. Clasificacion de los modelos de ensayo segun su modo de reaccion SET
0 HAT30

Ensayo Categoria
ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) Basados en la
FRAP ( Poder de reduccion antioxidante del hierro) transferencia de
DMPD (N,N- dimetil-p-fenilendiamina) electrones
CUPRAC (Capacidad de reduccion antioxidante del cobre)
ORAC (Capacidad de absorcion del radical oxigeno) Basados en la
TRAP (Parametro antioxidante de captura de radicales) transferencia de
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) atomos de hidrégeno

2.6.1 Métodos que combinan mecanismos HAT y SET

Algunos métodos ampliamente usados como el ABTS y el DPPH se fundamentan
en la estabilizacion de radicales libres sintéticos cuya reaccion con un antioxidante
genera un cambio que puede ser detectado instrumentalmente. Sin embargo, se ha
mostrado que estos radicales pueden ser estabilizados tanto por mecanismos HAT
como SET vy, por lo tanto, los patrones de reactividad y el mecanismo son dificiles
de interpretar cuando no se conoce la estructura quimica del antioxidante
evaluado3!,

2.7 METODOS DE EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

2.7.1 Método del DPPH-

Este método fue propuesto originalmente por Brand-Williams en 1995, y se
fundamenta en la medicion de la capacidad de un antioxidante para estabilizar el
radical DPPH-’ (figura 6), esta medicion puede hacerse espectrofotométricamente
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siguiendo el decaimiento de la absorbancia a 515 nm3®. La reacciéon de
estabilizacion se considera que transcurre principalmente mediante un mecanismo
SET, con un aporte marginal de HAT.

O,N O,N

DPPH: (Violeta a 515nm) DPPH(H) (Amarillo)
Figura 6. Estructura del DPPH- antes y después de la reaccién con el antioxidante3'.

2.7.2 Método del ABTS**

Este método fue propuesto originalmente por Miller y Rice-Evans en 1993, y se
fundamenta en la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical catién
coloreado ABTS™ (figura 7), el cual es formado previamente por la oxidacion del
ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) por accion de la
metamioglobina y peréxido de hidrégeno®3. Este método fue criticado debido a que
los antioxidantes reaccionan con los agentes oxidantes mismos, lo que podria
conducir a una sobreestimacion de la capacidad antioxidante. Re y Rice- Evans en
1999 desarrollaron un ensayo mejorado de decoloracion del catién radical ABTS™
empleando persulfato como oxidante, compensando con ello las debilidades del
ensayo original®*. El radical catién preformado de 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico) (ABTSe+) se genera por la oxidacion de ABTS con persulfato de
potasio y se reduce en presencia de antioxidantes donadores de hidrogeno. La
influencia de la concentracion de antioxidante y la duracion de la reaccion de
inhibicion del radical se tienen en cuenta al determinar la actividad antioxidante34.

HaC HsC
3\\ \Jr

_ HN
038 s N:<':© 0,S s, N )
’ \©i >:N/ S SO, ArOH N>_N/ S SO;
N Qv, g
ArO*- CH

CH, 3
ABTS+(Verde a 734nm) ABTS(H)(Incoloro)

Figura 7. Estructura del cation radical ABTS** antes y después de la reaccion con
el antioxidante3.
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2.7.3 Método RANCIMAT

La determinacién del indice de estabilidad oxidativa por Rancimat es el método
estandar mas utilizado para determinar la susceptibilidad a la oxidacion de grasas y
aceites comestibles por exposicién a elevadas temperaturas y flujo de aire®. Fue
desarrollado por Hadorn y Zurcher en el afio 1974, y se fundamenta en el hecho de
gue la mayoria de los productos volatiles de bajo peso molecular formados en la
descomposicion de los hidroperdxidos corresponden a acidos organicos volatiles
como: acido acético y acido formico® 37, A las altas temperaturas, estos acidos son
transportados por una corriente de aire a un segundo recipiente con agua destilada
provocando un aumento de la conductividad de la misma (figura 8). El tiempo
transcurrido hasta la formacion de estos productos de reaccion secundarios es lo
que se denomina tiempo de induccién o indice de estabilidad oxidativa®’.

Flujo de voldtiles . » — Salida de voldtiles

Oxigend ——p
J' Vaso de medicion

--Electrodo de conductividad

l Agua desionizada

Calefaccion —» 2 .
— Muestra de aceite

Figura 8. Esquema del funcionamiento del equipo Rancimat?

2.8 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

2.8.1 Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Este método fue propuesto por Folin y Ciocalteu en 1927, se fundamenta en la
reduccion, en medio basico, de una mezcla de acidos fosfowolframicos vy
fosfomolibdicos (HsM012040P y H3[P(W3010)4]) con compuestos polifendlicos hasta
oxidos de color azul (WsO13 y Mo0sOz3s), los cuales presentan absorbancia a una
longitud de onda de 760 nm. El reactivo de Folin-Ciocalteu, a pesar de ser el mas
comunmente empleado para la determinacion del contenido de polifenoles, puede
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reaccionar con compuestos no fendlicos, como son el &cido ascérbico, los azucares
y los aminoécidos, produciéndose asi una sobrevaloracion del contenido fendlico.

COOH folele)
W8 Mo®
RASEEELLL N . .
HO OH Base O oH " W' Mo®
OH 0

Figura 9. Reaccion de acido galico con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

2.8.2 Determinaciéon de flavonoides totales por el método de tricloruro de
Aluminio

Este método fue propuesto por Zhishen en 1999, se fundamenta en la reaccion de
los iones de aluminio con los grupos OH de los flavonoides en medio alcalino para
formar un complejo de color rosa que se mide espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 500 nm“°,

OH O OH O
Figura 10. Formacion del complejo flavonoide-Al

2.9 EVALUACION DE LA ACTIVAD CITOTOXICA

2.9.1 Actividad citotdxica frente Artemia franciscana

Uno de los biomodelos mas utilizados en las etapas preliminares de la investigacion
fitoquimica, es el bioensayo de letalidad frente a Artemia franciscana. (Figura 9).
Fue desarrollada en 1982 por Meyer y Col, y consiste en exponer compuestos
activos o extractos de plantas a nauplios de Artemia franciscana, para determinar la
concentracion letal 5041,
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Figura 11. Nauplios de Artemia franciscana*?

La Artemisa franciscana se ha utilizado en varios sistemas de ensayos bioldgicos;
entre estas aplicaciones, se han utilizado en el andlisis de residuos de plaguicidas,
micotéxinas, contaminantes corrientes, anestésicos, dinoflagelados y plantas.
Dentro de los usos de mayor actividad, la Artemia es util para predecir actividades
plaguicidas y farmacoldgicas en la evaluacion biolégica de productos naturales
mediante extractos crudos, fracciones o compuestos puros, ya que responde a un
amplio rango de compuestos quimicos y farmacoldgicamente diversos; es por ello
gue resulta importante su aplicacién en programas de descubrimiento y desarrollo
de nuevos plaguicidas y medicamentos de origen natural*®. El bioensayo con A.
Franciscana tiene las ventajas de ser rapido, barato y sencillo. Se pueden utilizar
facilmente un gran nimero de organismos para la validacién estadistica, sin
necesitar equipamiento especial empleando ademas pequefias cantidades de
muestra.
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3 PROBLEMA CIENTIFICO

Las especies del genero Zephyranthes han sido ampliamente utilizadas como
medicina alternativa en muchos paises del mundo. Por ejemplo, las hojas de Z.
candida se usan en Sudafrica, para el tratamiento de la diabetes mellitus. En Peru
se ha utilizado la Z. parulla para el tratamiento de tumores. En la India se utilizan las
especies Z. rosea y Z. flava para una variedad de propdésitos terapéuticos como:
dolencias en el oido y el pecho, infecciones virales, tumores, cancer de mama. Sin
embargo, a pesar de sus usos terapéuticos en las culturas ancestrales, hay pocos
estudios a nivel fitoquimico y de actividad biologica del género Zephyranthes, el cual
es muy abundante en Colombia; por lo tanto con el presente trabajo de investigacion
se pretende evaluar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios
presentes en las hojas de la especie Z. carinata, y evaluar su actividad antioxidante
y citotoxica por dos métodos de extraccion: Soxhlet y percolacion.

16



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Comparar la actividad antioxidante y citotoxica en los extractos etandlicos de las

hojas de Z. carinata (Amaryllidaceae) obtenidos por los métodos de extraccion
Soxhlet y Percolacion.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Obtener extractos etanodlicos de hojas de Z. carinata mediante los métodos de
extraccién Soxhlet y percolacion.

4.2.2 ldentificar cualitativamente metabolitos secundarios en los extractos
etandlicos de las hojas de Z. carinata mediante tamizaje fitoquimico.

4.2.3 Comparar la actividad antioxidante, contenido de fenoles totales y actividad
citotdxica en extractos etandlicos de hojas de Z. carinata.

4.2.4 Cuantificar el contenido de flavonoides totales en los extractos etandlicos y en
las subfracciones obtenidas por soxhlet y percolacion.

4.2.5 Obtener la fraccion de alcaloides a partir de los extractos etanolicos totales y
su evaluacion citotoxica frente a Artemia franciscana.
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5 METODOLOGIA

5.1 MATERIALES Y EQUIPOS

5.1.1 Reactivos

Tabla 3. Reactivos usados en la investigacion.

Reactivos y disolventes Especificaciones

Etanol, éter etilico, hexano, acetato de etilo, J.T. Baker (Xalostoc, México)
cloroformo, butanol, metanol, &acido fosforico,

acetonitrilo, dimetilsulfoxido y dicromato de

potasio

Acido(+)-tartarico, acido clorhidrico, &cido Merck (Darmstadt, Alemania)
acético glacial, acido picrico, tricloruro de

antimonio, vainillina, tricloruro de aluminio, nitrito

de sodio

Nitrato de bismuto Il pentahidratado, persulfato Carlo Erba (Val de Reuil, Francia)
de potasio, hidroxido de sodio, acido citrico,
hidroxido de potasio, hidréxido de amonio,
yoduro de potasio, acido bérico, Cloruro de
sodio, fosfato dihidrégeno de potasio, fosfato de
sodio dibéasico, cloruro de potasio, persulfato

potasico

Acido sulfirico concentrado, cloruro férrico Fisher Scientific (Nueva York,
anhidro, sulfato ferroso heptahidratado USA)

Gelatina Difco (Le Point de Claix, Francia)
Acido 3,5-dinitrobenzoico Alfa Aesar Alfa Aesar (Nueva York, USA)
Acetato de plomo (Il) Laboratorios Biocroma (Cali,

Colombia).

DPPH: (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), ABTS (sal Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
diamonica del &cido 2,2-azino-bis  (3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonico), BHT

(Butilhidroxitolueno), DL-a-tocoferol,

polietilenglicol, y quercetina

Acido ascorbico, carbonato de sodio Mol Labs (Bogota, Colombia)
Folin-Ciocalteau, acido gélico Panreac (Barcelona, Espana)
Huevos de Artemia salina, sal marina Quimpo (Popayan, Colombia)
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5.1.2 Equipos

Tabla 4. Equipos utilizados en la investigacion

Equipo Modelo Marca

Espectrofotometro de Uv-vis GENESIS 6 Thermo Scientific (Texas,
USA)

Rotavaporador Laborota 4003 Heidolph Instruments
Gmbh Co (Schwabach,
Alemania)

Balanza analitica Ohaus Adventure (EE.UU)

Camara ambiental Biotronette lab line (Virginia USA)

846
Rancimat 892 METROHM

5.1.3 Material vegetal

Las hojas frescas de Z. carinata (figura 12) se obtuvieron de la coleccion de plantas
de la familia Amaryllidaceae, a cargo del Grupo de Investigacion QCB, localizada
en el Jardin Botanico Alvaro José Negret de la Universidad del Cauca ubicada en la
vereda la Rejoya, al noroccidente del municipio de Popayan (Cauca), entre los 2°
31’ 23” Norte y 76° 35’ 73” Oeste, a una altitud de 1800 m. La planta fue identificada
por el taxdnomo Bernardo Ramirez del Departamento de Biologia de la Universidad
del Cauca cuyo espécimen fue depositado en el herbario de la Universidad del
Cauca.

Figura 12. Hojas de Z. carinata (material vegetal)

5.2. OBTENCION DE EXTRACTOS Y ALCALOIDES
Las hojas de Z. carinata se cortaron en pequefos trozos y se depositaron en papel
periodico y se sometieron a secado a temperatura ambiente durante 15 dias, hasta

peso constante, con los pesos inicial y final se determind el porcentaje de humedad.
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A continuacién las hojas se trituraron y se pasaron por un tamiz N 22 con el objetivo
de obtener un tamafio de particula homogéneo. Finalmente se realiz6 el proceso de
extraccion con los métodos Soxhlet y percolacion.

5.2.1 Obtencion del extracto etandlico por el método Soxhlet

Se pesaron 10 g secos del material vegetal triturado en un cartucho de celulosa, y
se colocaron en equipo soxhlet donde se realiz6 la extraccion solido-liquido durante
48 horas utilizando 500 mL etanol al 98%. Al completar el tiempo de extraccion se
concentraron a presion reducia en un rotaevaporador a (40 mbar, 40 °C) se se
obtuvo el extracto etandlico total (EET).

5.2.2 Obtencion del extracto etandlico por el método percolacién

Se pesaron 10 g secos del material vegetal triturado y se adicionaron en un
Erlenmeyer que contenia 500 mL etanol al 98%, se tapo y se dejo durante 48 horas
a temperatura ambiente y protegido de la luz solar. Transcurrido dicho tiempo la
muestra se filtro a través de papel filtro Whatman, con el propésito de eliminar restos
de sélidos procedentes del material vegetal y luego se pasaron a concentrar los
extractos a presion reducida (40 mbar, 40 °C) recuperando el solvente y obteniendo
el EET.

5.2.3 Obtencién de alcaloides totales mediante el método acido base

Para la obtencion de alcaloides se siguid la metodologia propuesta por Kassem et
al** con algunas modificaciones. Para ello se pesaron 120,0 g de hojas secas de Z.
carinata y se extrajeron mediante los métodos: Soxhlet y Percolacion durante 48
horas utilizando etanol al 98%,a continuacion se concentro el extracto a presion
reducida (EET), el cual se disolvio en 50 mL HCI al 2.5% (pH 2). Se transfirié a un
embudo de separacidon donde se desengrasdé con hexano (2x25 mL) y se
despigmentd con éter etilico (2x25 mL), la fase acuosa acida se alcalinizo con
NH4OH (pH 8), y los alcaloides libres se extrajeron en cloroformo y se secaron a
presion reducida en un rotaevaporador (40 mbar, 40 °C).

5.3 TAMIZAJE FITOQUIMICO

La identificacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
etandlicos de hojas de Z. carinata se llevd a cabo segun el método descrito por
Sanabria Al et al 4°, haciendo uso de reactivos de coloracién y precipitacion. En la
tabla 4 se detallan cada uno de los ensayos realizados.
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5.4 OBTENCION DE SUBFRACCIONES A PARTIR DE EXTRACTOS
ETANOLICOS MEDIANTE EXTRACCION LiQUIDO-LiQUIDO

El fraccionamiento de los extractos etanolicos totales se realiz6 mediante extraccion
liquido-liquido, para ello se peso6 1,00 g de cada uno de los extractos y se disolvieron
en 30 mL de agua destilada. A continuacion la disolucién se transfirio a un embudo
de separacion donde se fraccion6 sucesivamente utilizando disolventes en orden
ascendente de polaridad, n-hexano (3x10 mL), acetato de etilo (3x10 mL) y n-
butanol (3x 10 mL) obteniendo asi tres subfracciones orgénicas, y la subfraccién
acuosa restante, cada una de las subfracciones obtenidas se llevd a sequedad
mediante calentamiento a presion reducida (40 mbar, 40 °C). Finalmente los
residuos secos de cada subfraccion se utilizaron para los analisis de actividad
antioxidante, actividad citotoxica y determinacion del contenido de fenoles y
flavonoides totales.

Tabla 5. Ensayos empleados para la identificacion de metabolitos secundarios en

Z. carinata

Ensayo Reactivo Resultado esperado
Dragendorff Precipitado naranja
Alcaloides Mayer Precipitado crema
Wagner Precipitado café
Baljet Rojo, naranja, violeta
Kedde Rojo-azul, violeta
Keller-Kiliani Colores intensos
Cardiotonicos Salkowski Rojo sangre, amarillo

Lierbermann-Bourchard

Verde, azul-verdoso, rojo

Flavonoides Ensayo de Shinoda Rojo carmesi, Naranja
Cloruro férrico Café, rojizos
Taninos Solucién de gelatina Precipitado blanco o turbidez

Solucién de gelatina sal

Precipitado blanco o turbidez

Triterpenos y

Liebermann- Burchard

Verde intenso

Esteroides Salkowski Rojo

Cumarinas Papel impregnado con NaOH Verde revelado en uv
volatiles

Saponinas Formacion de espuma Formacion de espuma

Carotenos Reactivo de Carr-Price Azul-verde
Quinonas Test Borntrager Rojo o rosado
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5.5 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

5.5.1 Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres por el de
meétodo DPPH

Este ensayo se llevd a cabo mediante el protocolo colorimétrico descrito Brand-
Williams et al®?, con algunas modificaciones. Se pesaron 2,9 mg del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo DPPHe y se disolvieron en 100 mL de metanol, se determiné
la absorbancia en el espectrofotbmetro UV-vis y se ajusto a un valor de 0.800 + 0.03
(A= 515 nm). Para el analisis de los extractos y subfracciones de Z. carinata se
mezcld en una celda 1200 pL de la solucién de DPPH: con 600 pL de los extractos
y fracciones previamente disueltos en metanol a diferentes concentraciones 1000,
800, 500, 400, 300, 200 y 100 pg/mL con el fin de determinar un rango de linealidad
de lareaccién del DPPH:, se agitaron y se mantuvieron en oscuridad por 15 minutos.
Finalizado ese tiempo de reaccion se determind la absorbancia en el
espectrofotometro UV-vis a 515 nm. Como controles de referencia se utilizaron
butilhidroxitolueno (BHT), acido ascorbico (AA) y tocoferol (a-T) a concentraciones
de 5, 10, 20, 40, 60, 80, 90 y 100 pg/mL. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado y los resultados de la actividad antioxidante fueron expresados en Clso que
es la concentracion de antioxidante requerido para una inhibicion del 50% de los
radicales libres®?, la cual se determind por andlisis de regresion lineal de la curva
entre la concentracion de la muestra y el porcentaje de inhibicion6. El porcentaje
de inhibicién del radical libre DPPH: se calcul6 mediante la siguiente formula:

% I=[(As — Aa)/AB] x 100

Dénde: As =absorbancia del blanco a (t = 0 min) y Aa = absorbancia de la muestra
a (t= 15 minutos)?.

5.5.2 Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres por el de
método ABTS

Este ensayo se llevé a cabo mediante la metodologia desarrollada por Re et al®?,
con algunas modificaciones. Para la preparacion del radical ABTS'* se pesaron 18
mg del ABTS (2,2’ 4cido azinobis-3-etil- benzotiazolin-6- sulfonico) y se disolvieron
en 54 mL de solucién buffer fosfato pH 7,4. Posteriormente esta solucion se mezclo
con 6 mL de disolucién de persulfato potasico 2,45 mM y se dej0 reposar a
temperatura ambiente y en la oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical
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ABTS™ se diluyé con solucion buffer y metanol hasta obtener un valor de
absorbancia de 0.700 £ 0.03 a 734 nm.

Para el analisis de los extractos y subfracciones de Z. carinata se mezclé en una
celda 1520 pL de solucion del catidon radical ABTS™ con 80 uL de los extractos y
subfracciones previamente disueltos en metanol a diferentes concentraciones 1000,
800, 500, 400, 300, 200 y 100 pL/mL con el fin de determinar un rango de linealidad
de la reaccion del radical ABTS™. Se agitaron y se mantuvieron en oscuridad por 5
minutos. Finalizado este tiempo de reaccion se determiné la absorbancia a 734 nm
empleado el espectrofotometro UV-vis, como controles de referencia se utilizaron
(BHT), (AA) y (a-T) a concentraciones de 5, 10, 20, 40, 60, 80, 90 y 100 pg/mL.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados de la actividad
antioxidante fueron expresados en Clso la cual se determind por analisis de
regresion lineal de la curva entre la concentracion de la muestra y el porcentaje de
inhibicién?®. El porcentaje de inhibicion del radical libre ABTS™ se calculé mediante
la siguiente formula:

% I=[(As —AA)/Ag] x 100

Doénde: As =absorbancia del blanco a (t = 0 min) y Aa = absorbancia de la muestra
a (t= 5 minutos).

5.5.3 Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método
Rancimat

La evaluacién de la capacidad para proteger un aceite de la oxidacion, se llevo a
cabo mediante el método Rancimat, siguiendo la metodologia descrita por Laubli et
al*’. Para ello se pes6 3,00 g aceite de ajonjoli libre de antioxidantes y se adicion6
el extracto o subfraccion de Z. carinata hasta una concentracion de 200 ppm. A
continuacion la muestra se adicioné en un tubo de ensayo y se introdujo en el equipo
Rancimat, a una temperatura de 130 °C, y flujo de aire 20 L/h con el fin de determinar
el tiempo de induccion de la muestra. Como blanco de control se utilizé el aceite de
ajonjoli sin extracto, y como control positivo se utiliz6 BHT a una concentracion de
200 ppm. Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron
como factor de protecciéon (FP) empleando la siguiente férmula:

FP= [TIc/Tls]

Doénde: Tlc=tiempo de induccion en horas del aceite de Ajonjoli con antioxidante y
Tls= tiempo de induccion en horas del aceite de Ajonjoli sin antioxidante.
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5.6 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

5.6.1 Determinacion fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

La cuantificacién de fenoles totales se llevo a cabo mediante el método de Folin-
Ciocalteu, siguiendo la metodologia descrita por Singleton et al*8, se realizd una
curva de calibracion utilizando acido gélico como patron de cuantificacion disuelto
en metanol, a concentraciones de 15, 25, 35, 45, 55, 65y 75 ug/mL. Se tomaron
200 uL de estas soluciones y posteriormente se adicionaron 1000 uL del reactivo
de Folin-Ciocalteu, se mezcld y se dejo reposar por 5 minutos. Luego se adicionaron
800 uL de carbonato de sodio al 7,5 %, se agité y se dejé durante 1 hora en la
oscuridad y a temperatura ambiente. Finalmente se determind la absorbancia a 760
nm en el espectrofotometro UV-vis.

Para la determinacion del contenido de fenoles totales en los extractos y
subfracciones de Z. carinata se pesaron 3 mg de cada muestra y se disolvieron en
3 mL de metanol, se tomaron los mismos volimenes y condiciones descritas para
tratamiento de la curva de calibracion. Los ensayos fueron realizados por triplicado
y los resultados fueron expresaron en miligramos equivalentes de acido gélico por
gramo de muestra seca (mg EAG/ g m) utilizando la siguiente formula:

C=cV/m

Dénde: c (mg/mL) es la concentracion de acido galico establecida a partir de la curva
de regresion lineal, V (mL) es el volumen de extracto de solucién ensayada y m (g)
es el peso de muestra seca.

5.6.2 Determinacién de flavonoides totales por el método tricloruro de
aluminio

La cuantificacion de flavonoides totales se llevo a cabo siguiendo el método descrito
por Zhishen et al.*° con algunas modificaciones. Se realizé una curva de calibracion
utilizando quercetina como estandar disuelto en metanol a concentraciones de 8,
30, 60, 120, 180, 240 y 300 ug/mL. A continuacién se tomaron 140 uL de cada
concentracion y se le adicionaron 52,5 yL de nitrito de sodio al 5% y 805 pL de agua
desionizada, se mezclé y se dejo reposar durante 5 minutos, luego se afadieron
210 uL de cloruro de aluminio al 2,5 %, se agitd y se dejé durante 6 minutos,
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finalmente se afadieron 350 yL de solucion NaOH 1M y 350 uL de agua
desionizada, se mezcld y se dej6 reposar durante 5 minutos, finalizado ese tiempo
de reaccion se determind la absorbancia en el espectrofotometro UV-vis a 500 nm.

Para la determinacion del contenido de flavonoides totales en los extractos y
subfracciones, de Z. carinata fue necesario despigmentar debido a que las clorofilas
presentes en las muestras interfirieren en el andlisis. Para ello se tomé 5 mg de
cada muestra y se disolvieron en 5 mL de agua desionizada caliente. A continuacién
se transfirid a un embudo de separacién donde se procedi6 a despigmentar con éter
etilico (2x5 mL), se recogi6 la fase acuosa y se secd en una plancha de
calentamiento con el fin de eliminar residuos de éter y se llevo hasta 5 mL con agua
desionizada. A partir de esta solucion se tomaron los mismos volimenes y se
llevaron a las mismas condiciones que el estandar de quercetina. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los resultados fueron expresados en mg
equivalentes de quercetina por gramo de muestra seca (mg EQ / g m) utilizando la
siguiente formula:

C=cV/m

Donde: ¢ (mg/mL) es la concentracion de quercetina establecida a partir de la curva
de regresion lineal, V (mL) es el volumen de extracto de solucion ensayada y m.(g)
es el peso de muestra seca.

5.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

5.7.1 Determinacién de la actividad citotéxica mediante el bioensayo con
Artemia Franciscana

El ensayo preliminar de la actividad biolégica con A. franciscana, se realizd
siguiendo la metodologia descrita por Sanabria y Lépez *°. Para obtener las larvas
de A. franciscana se agregaron 50 mg de huevecillos en 300 mL de agua de mar
artificial al 3%, y se incubaron en la camara ambiental a 25 °C y luz blanca durante
48 horas. Una vez eclosionados los huevecillos se tomaron 10 larvas y se
depositaron en viales de vidrio de 5 mL junto con 2 mL de solucion salina. A
continuacion se pesaron 80 mg de los extractos etandlicos y las fraccidnes de
alcaloides de Z. carinata y se disolvieron en 2 mL de DMSO, de estas soluciones se
tomaron diferentes volimenes y se adicionaron a los viales que contenian las larvas
de A. francisca y se complet6 hasta un volumen de 5 mL con solucién salina, de tal
manera que al final se obtuvieron concentraciones de 20, 50, 100, 300, 600, 800 y
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1000 pg/mL. Se realizé un control negativo que contenia 10 larvas de A. franciscana
y 125 uL de DMSO y como control positivo se utilizé una solucién de dicromato de
potasio con la cual se realiz6 una curva de 5, 10, 20, 40, 60, 80, 90 y 100 pg/mL.
Finalizado este proceso se introdujeron en la camara ambiental, y se realizaron los
conteos de las larvas muertas a las 6 y 24 horas de exposicion, todos los ensayos
se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos se procesaron empleando el
software Graph PadPrism 5.0 (California USA) donde se determiné el valor de la
ClLso.

6 ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si hay diferencias significativas entre la actividad antioxidante y
actividad citotoxica con los métodos de extraccion: soxhlet y percolacion se realizé
un analisis de varianza ANOVA seguido de la prueba de comparacion multiple de
Tukey con un nivel de significancia p<0,05. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado y los datos se presentan como valores medios + SD.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 PORCENTAJES DE RENDIMIENTO
7.1.1 Rendimiento de los extractos etandlicos totales

En la tabla 5 se muestran los porcentajes de rendimiento de los extractos etandlicos
obtenidos por los métodos soxhlet y percolacion.

Tabla 6. Porcentajes de rendimiento de la extraccion etandlica de hojas de Z.
carinata

Método Volumen etanol Tiempo Rendimiento
(mL) (h) (% p/p)
Soxhlet 500 48 15,61
Percolacion 500 48 7,87

Se obtuvo un mayor porcentaje rendimiento de EET con el método soxhlet (15,61%)
que con el método de percolacion (7,87%), esto posiblemente se deba a la
temperatura utilizada en el método soxhlet, donde el etanol es calentando de tal
manera que alcanza su punto de ebullicién (78 °C) lo que contribuye a aumentar la
eficiencia del proceso ya que la constante de equilibrio de saturacion se desplaza
favoreciendo la extraccion debido a que la temperatura favorece la solubilidad*®.

7.1.2 Rendimientos de subfracciones

A partir de los extractos etandlicos totales obtenidos por los métodos soxhlet y
percolacion se realiz6 el fraccionamiento mediante extraccion Liquido-Liquido para
obtener tres subfracciones organicas Hex, AcOEt, y BUOH vy la subfraccion Ac
restante. Los rendimientos de cada subfraccion se muestran en la tabla 6.

Tabla 7. Porcentajes de rendimiento de las subfracciones obtenidas mediante
extraccién liquido-liquido

Soxhlet Percolacion
Muestras peso Rendimiento peso Rendimiento
fraccion (g) (% p/p) fraccion (g) (% p/p)
Hex 0,267 26,70 0,417 41,70
AcOEt 0,065 6,50 0,057 5,70
BuOH 0,178 17,80 0,105 10,50
Ac 0,435 43,50 0,356 35,60
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Se encontré que los porcentajes de rendimiento mas altos se obtuvieron con el
método soxhlet a excepcion de la subfraccion de Hex. La subfraccion de AcOEt por
ambos métodos fue la que obtuvo el menor porcentaje de rendimiento.

7.1.3 Rendimiento de alcaloides

En la tabla 8 se muestran los porcentajes de rendimiento de la fraccidon de alcaloides
obtenida mediante el procedimiento &cido base.

Tabla 8. Porcentaje de rendimiento de la fraccion de alcaloides obtenidos a partir
de los extractos etandlicos de las hojas de Z. carinata

Método Peso hojas secas Peso alcaloides Rendimiento
(9) (9) (% p/p)
Soxhlet 120,02 0,098 0,082
Percolacion 120,05 0,055 0,046

El EET obtenido por el método soxhlet fue el que presentd el mayor porcentaje de
rendimiento de alcaloides (0,082%) en comparacién con el método de percolacion
(0,046%), esto posiblemente podria ser debido a la temperatura utilizada en la
obtencion de los extractos etandlicos totales lo que ayudaria a una mayor extraccion
de alcaloides a partir del material vegetal. Cortes et al®® obtuvo fracciones de
alcaloides en bulbos de diferentes especies de Amaryllidaceae encontrando un
porcentaje de rendimiento en bulbos de Z. carinata de (0,009%) un porcentaje muy
bajo en comparacion con el porcentaje obtenido en hojas de Z. carinata. Por lo
anterior se podria decir que en esta especie presenta un mayor contenido de
alcaloides en las hojas que en los bulbos, sin embargo el contenido de alcaloides
puede variar ya que este puede depender de varios factores como: las condiciones
climaticas, las condiciones del suelo y los depredadores presentes en el habitad.

7.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO

En la tabla 9 se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico realizado a los
extractos etandlicos de hojas de Z. carinata obtenidos por los métodos: Soxhlet y
percolacion. Para la interpretacion de los de los resultados, se tuvo en cuenta la
simbologia siguiente: Presencia del metabolito (+) y ausencia del metabolito (-).
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Tabla 9. Resultados del Tamizaje fitoquimico realizado a los extractos de hojas de
Z. carinata

Prueba Reactivo Resultado
Soxhlet Percolacion
Dragendorff + +
Alcaloides Mayer + +
Wagner + +
Baljet + +
Kedde + +
Cardiotonicos Keller-Kiliani + +
Salkowski + +
Lierbermann-Burchard + +
Flavonoides Ensayo de Shinoda + +
Cloruro férrico + +
Taninos Solucion de gelatina + +
Solucion gelatina sal + +
Triterpenos y Liebermann- Burchard + +
Esteroides Salkowski + +
Cumarinas Papel impregnado con + +
volétiles NaOH (observacion UV)

Saponinas Formacion de espuma + +
Carotenos Carr-Price + +
Quinonas Test Borntrager + +

7.2.1 Alcaloides

Para la identificacion de alcaloides se adicionaron gotas de los reactivos de
Dragendorff, Mayer y Wagner a filtrados del extracto acuoso previamente acidulado
con HCIl los cuales produjeron con las sales de estos compuestos, precipitados de
color naranja, crema y café respectivamente, siendo estas pruebas positivas para
este tipo de metabolitos. Para el EET obtenido por soxhlet se observé una mayor
cantidad de precipitado en comparacion con el EET por percolacién existiendo
posiblemente una mayor concentracion de alcaloides en dicho extracto.

7.2.2 Cardiotonicos

Estos metabolitos se evidenciaron en los extractos etandlicos ya que estos dieron
una coloracién naranja con el reactivo de Baljet, y una coloracion rojiza con reactivo
de Kedde. Con el reactivo de Keller-Kiliani se logré6 determinar que estos
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cardendlidos posiblemente se encuentran ligados glucidos como D-glucosa, L-
Ramnosa y desoxiazlicares.®® ademas se pudo identificar el nilcleo esteroidal
caracteristico en estas estructuras presentando una coloracion verde con el reactivo
de Liebermann- Burchard y rojo con reactivo de Salkowski.

7.2.3 Flavonoides

En la reaccion de Shinoda, al adicionar a los extractos etandlicos magnesio metalico
y acido clorhidrico concentrado se observOo una coloracion rojiza debido a la
formacién de complejos entre los flavonoides y el cloruro de magnesio. Para el EET
obtenido por soxhlet se observé una mayor coloracion en comparacién con el EET
por percolacion extiendo posiblemente una mayor concentracion de flavonoides en
dicho extracto. La importancia de estos metabolitos se debe a que presentan un
amplio rango de actividad biolégica como antiinflamatorios, antioxidantes,
antibacterial®?. En el género Zephyranthes se ha reportado la presencia de estos
metabolitos como en el estudio de Zhan et al'® que identifico flavonoides en hojas
de Z. candida los cuales mostraron un alto potencial antiinflamatorio, por lo anterior
hace el género Zephyranthes sea de gran interés debido a la diversidad de
metabolitos que presenta.

7.2.4 Taninos

Cuando se adicion6 unas gotas de tricloruro férrico al 10% al filtrado del extracto
acuoso se observé una coloracion rojiza caracteristica del complejo tanino-hierro.
Ademas con las soluciones: gelatina y gelatina sal se observé una leve turbidez,
siendo estos ensayos positivos para estos compuestos.

7.2.5 Triterpenos y esteroides

Para la identificacion de triterpenos y esteroides se utilizaron los reactivos
Liebermann- Burchard y Salkowski, los cuales dieron una coloracion verde con el
reactivo de Liebermann-Burchard y rojo con el reactivo de Salkowski. Existen
investigaciones donde reportan la presencia de estos metabolitos en la familia
Amaryllidaceae®:.

7.2.6 Cumarinas volatiles
Después calentar los extractos etandlicos junto con papel impregnado con NaOH y

revelarse con la lampara Uv se observaron unas manchas de color verde lo cual se
evidencia la presencia de estos metabolitos en los extractos.
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7.2.7 Saponinas

Cuando se agregé agua caliente en los extractos etandlicos y se agité
vigorosamente se observo la formacién de espuma la cual permanecio durante 5
min siendo este ensayo positivo para la presencia estas estructuras.

7.2.8 Carotenos y quinonas

Cuando se adiciono unas gotas del reactivo de Carr-Price a los extractos etandlicos,
se observl una coloracion azul verdoso siendo este ensayo positivo para estos
metabolitos. Y finamente para quinonas cuando se adiciono NaOH a filtrados
cloroférmicos de la muestra se observd una coloracién rojiza siendo este ensayo
positivo para este tipo de moléculas.
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7.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En la tabla 10 se presentan los resultados obtenidos de la actividad antioxidante
mediante los métodos DPPH, ABTS y RANCIMAT vy el contenido de fenoles y
flavonoides totales presentes en las hojas de Z. carinata.

Tabla 10. Resultados de la actividad antioxidante, contenido de fenoles y
flavonoides totales en extractos etandlicos y subfracciones de hojas de Z. carinata.

Fenoles Flavonoides Actividad Actividad Actividad
Muestras totales? totales® captadora captadora protectora
DPPH¢ ABTS Racimat®
ETTs 39,30+0,16 29,17 +1,67 619,51 + 3,05 845,15 + 5,08 1,11+ 0,00
Hexs 32,25+0,70 19,17 +1,67 448,71 + 3,42 865,73 + 4,80 1,08 £ 0,01
AcOEts 59,15+ 0,79 45,83+ 1,67 545,90 + 4,82 774,59 + 3,92 1,04 £ 0,00
BuOHs 67,49+0,14 56,94 + 0,96 482,37 + 4,09 578,95 + 3,03 1,01+ 0,00
Acs 28,06 +0,57 10,28+1,92 1519,11+9,61 1811,86+10,47 1,01+0,00
ETT, 33,72+0,16 19,17 +1,67 661,29 + 4,57 914,87 + 8,91 1,09 + 0,00
Hexp 29,68+0,92 15,28 +0,96 496,07 + 4,73 943,71 + 7,53 1,06 + 0,00
AcOEt, 40,96 + 0,22 34,72 + 0,96 625,24 + 2,36 823,72 £ 9,13 1,03 +0,00
BuOH, 51,34+0,39 47,50+ 1,67 570,85+ 2,12 679,18 + 7,15 1,01+0,01
Acp 2506+0,62 6,39+0,96 1612,44+11,81 1907,31+10,91 1,00+0,00
BHT - - 16,45+ 0,61 50,18 + 0,31 1,19+ 0,01
AA - - 5,11 +0,15 52,91 + 0,48 -
a-T - - 14,83 £ 0,19 121,97 £ 0,21 -

Los resultados presentados se expresan como la media de tres determinaciones + SD. Las
muestras que contienen los subindices con las letras s y p representan las muestras
obtenidas con el método soxhlet y percolacion respectivamente.

aValor expresado en mg acido gdlico/g muestra

bValor expresado en mg de quercetina/g muestra

¢Valor expresado en concentracién inhibitoria media Clso pg/mL

dvalor expresado en concentracion inhibitoria media Clso pg/mL

®Valor expresado en factor de proteccion del aceite FP Tlc/Tls (no tiene unidades).
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7.3.1 Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres por el de
método DPPH

En la tabla 10 se presentan los valores de la Clso para los extractos y subfracciones
evaluados utilizando el ensayo de decoloracion del radical DPPH-. Para el extracto
etandlico y las subfracciones obtenidas por el método soxhlet se encontré que la
subfraccion de Hex presenta la mayor actividad antioxidante (Clso =448,71 * 3,42
pug/mL) y la de menor actividad antioxidante la mostré la subfraccion Ac (Clso
=1519,11 £ 9,61 pg/mL). El orden de actividad antioxidante entre las muestras
obtenidas por este método fue: Hex > BUOH > AcOEt > EET > AC. Ademas se
encontr6 que los valores de la Clso en el extracto y subfracciones difieren
significativamente p<0,05. Esta diferencia podria ser debido a la polaridad de
solventes empleados en el fraccionamiento liquido-liquido ya que estos arrastran
metabolitos afines con la polaridad que presente.

Para el extracto etandlico y subfracciones obtenidas por el método de percolacion
la mayor actividad antioxidante se encontré en la subfracciéon de Hex (Cls0=496,07+
4,73 ng/mL) y la de menor actividad antioxidante la presentd la subfraccion Ac
(Cls0=1612,44 + 11,81 pg/mL), el orden de las muestras de mayor a menor actividad
antioxidante siguié la misma tendencia a los reportados por el metodo soxhlet.
Ademas se encontré que los valores de la Clso en el extracto y subfracciones difieren
significativamente p< 0,05.

Los valores de actividad antioxidante anormalmente altos obtenidos en las
subfracciones apolares de Hex se pueden explicar de acuerdo a la cinética de
reaccion con el DPPH, la figura 13 muestra la cinética de reaccién de las
subfracciones de Hex y BUOH obtenidas por el método Soxhlet. Se puede observar
que la capacidad atrapadora de radicales DPPH: por la subfraccion de Hex a los 15
minutos de reaccién es mas rapida que la subfraccién de BUOH, esto podria ser
debido a ciertos metabolitos solubles en hexano como triterpenos, carotenos,
tocoferoles, los cuales presentan actividad antioxidante debido a la naturaleza
guimica del enlace -1 los cuales utilizarian como mecanismo de capacidad
antioxidante la transferencia de electrones siendo est4 mas rapida en comparacion
con el mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno. También se observa
qgue a los 26 minutos de reaccion con el DPPH- esta subfraccion llega a un estado
estacionario donde la absorbancia se mantiene casi constante. El mismo efecto
cinético se observo con las subfracciones de Hex y BuOH obtenidas por percolaciéon
(Anexo 3).
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Figura 13. Cinética de la reaccién del DPPH y las subfracciones de BUOH y Hex
obtenidas por Soxhlet.

Con la subfraccién de BuOH se observa una diminucion de la absorbancia a medida
gue aumenta el tiempo de reaccion, de tal manera que a partir de los 28 minutos la
captaciéon de radicales DPPH- es mayor que en la subfraccion de Hex. Este
comportamiento cinético podria explicarse debido al tipo de metabolito presente en
cada una de las subfracciones. Debido a que en la subfraccion de BUuOH present6
el mayor contenido de compuestos fendlicos y de flavonoides (ver tabla 10) estos
utilizarian como mecanismo de capacidad antioxidante la transferencia de atomos
de hidrégeno cuya reaccion es lenta debido a que el metanol utilizado para disolver
el DPPH:- forma enlaces de hidrogeno fuertes con las moléculas fendlicas,
interfiriendo asi en la liberacion de los atomos de hidrégeno®. Este mismo
comportamiento se observé en el estudio de Saeedi y Hossain®® quienes evaluaron
la actividad antioxidante en semillas de Cajanus cajana presentando la subfraccion
de hexano la mayor captacién de radicales DPPH que la subfraccién de butanol,
atribuyéndole este efecto al tipo de metabolitos presentes en cada muestra.

Al comparar la actividad antioxidante de los extractos y subfracciones obtenidos por
los dos métodos de extraccion se encontré que los valores de actividad antioxidante
obtenidos por el método soxhlet fueron significativamente mayores que los valores
obtenidos por el método de percolacién. Esto posiblemente se deba al efecto de la
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temperatura utilizada en el método soxhlet la cual ayudaria a una mayor penetracion
del solvente en el material vegetal, liberando asi una mayor concentracion de
metabolitos.

Respecto a los patrones el &cido ascorbico presento la mayor actividad antioxidante
Clso=5,11 £ 0,15 pg/mL. La alta actividad de esta molécula segin Brand-Williams3?
es debido a la capacidad de donar dos de sus protones para neutralizar dos
moléculas de DPPH:, siguiendo una cinética muy rapida. En segundo lugar se
encontro el a-T Cls=14,83 £ 0,19 pg/mL un antioxidante lipofilico que segun
Wageeh et al.>” puede donar uno o dos protones, pero el comportamiento cinético
es lento en comparacion con el AA. Y por ultimo se encontré el BHT Cls0=16,45 +
0,61 pug/m ya que esta molécula presenta dos sustituyentes terc-butilo lo que genera
un impedimento estérico con los antioxidantes®’.
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Figura 14. Comparacion de la Clso en extractos y subfracciones de hojas de Z.
carinata obtenidos por el método DPPH:

7.3.2 Determinacién de la capacidad captadora de radicales libres por el
meétodo ABTS

En la tabla 10 se observa la Clso de los extractos etandlicos y las subfracciones
obtenidos por los métodos de extraccién soxhlet y percolacion, evaluados con el
ensayo del cation radical ABTS™. Como se calculé anteriormente para el método
del DPPHe, la Clso se determiné con la ecuacion de la recta, graficando la
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concentracion Vs el porcentaje de inhibicion de los extractos y subfracciones de Z.
carinata. Para el extracto etandlico total y las subfracciones obtenidas por el método
soxhlet, se encontré que la subfraccion de BuOH presenta la mayor actividad
antioxidante (Cls0=578,95 + 3,03 pg/mL) y la de menor actividad antioxidante la
presentd la subfraccion Ac (Cls0=1811,86 + 10,47 pg/mL). El orden de actividad
antioxidante entre las muestras obtenidas por este método fue: BUuOH > AcOEt
>EET > Hex > Ac, indicando que los compuestos responsables de dicha actividad
son polares a medianamente polares, a excepcion de la fraccion Ac. El andlisis de
varianza realizado permitio establecer que existen diferencias significativas (p<0,05)
entre los resultados de la Clso de las muestras obtenidas por este método.

Para el extracto etandlico y subfracciones obtenidas por el método de percolacion
la actividad antioxidante més alta se obtuvo en la subfraccion de BUuOH (Cls0=679,18
+ 7,15 pg/mL) y la de menor actividad antioxidante la present6 la subfraccion Ac
(Cl50=1907,31 + 10,91) pg/mL), el orden de mayor a menor actividad antioxidante
siguio la misma tendencia a los reportados por el metodo soxhlet. Ademas se
encontr6 que los valores de la Clso en el extracto y subfracciones difieren
significativamente (p<0,05).

La subfraccion de BuOH obtenida por ambos métodos de extraccion fue la que
presentd la mayor capacidad atrapadora de radicales ABTS™ esto podria estar
asociado a compuestos fendlicos como los flavonoides los cuales presentan una
alta captacion de radicales libres.

Al comparar la actividad antioxidante evaluada por el ensayo de decoloracién de
cation radical ABTS™ en los extractos y subfracciones obtenidos por los dos
métodos de extraccion, se encontré que los valores de actividad antioxidante
obtenidos por el método soxhlet fueron significativamente mayores que los valores
obtenidos por el método de percolacién. Respecto a los patrones utilizados como
referencia BHT, a-T y AA mostraron valores de Clso de 50,18 + 0,31 pg/mL, 121,97
+0,21 pg/mL, y 52,91 + 0,48 pg/mL respectivamente siendo el BHT el que presenta
la mayor actividad antioxidante.
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Figura 15. Comparacion de la Clso en extractos y subfracciones de hojas de Z.
carinata obtenidos por el método ABTS™

7.3.3 Determinaciédn de la actividad antioxidante mediante el método Rancimat

En la tabla 10 se muestran los factores de proteccion de los extractos y
subfracciones, obtenidos mediante el método Rancimat (flujo de aire 20 L/h, y
temperatura 110 °C). Para el EET y subfracciones obtenidas por el método soxhlet
se encontr6é que el EET presentd el mayor factor de protecciéon (FP =1,11 + 0,00) y
las subfracciones de BuOH (FP= 1,01 + 0,00) y Ac (FP=1,01 = 0,00) el menor factor
de proteccion. El orden de mayor a menor actividad protectora fue: EET > Hex >
AcOEt > BUOH = Ac. El andlisis estadistico mostré el factor de proteccion del EET
es significativamente mayor al de las demas subfracciones, la subfraccién de BuOH
y Ac no difieren significativamente.

Para el EET y subfracciones obtenidas por el método de percolacion al igual que
con el método soxhlet el EET fue el que present6é el mayor factor de protecciéon
(FP=1,09 £ 0,00) y la de menor actividad protectora se obtuvo en las subfracciones
de BuOH (FP=1,01 £ 0,01) y Ac (FP= 1,00 = 0,00). El orden de mayor a menor
actividad protectora siguié la misma tendencia que los reportados por el método
soxhlet.

Los extractos etandlicos totales por los dos métodos de extraccidon fueron los que
presentaron la mayor actividad protectora, debido a que estos extractos estan
constituidos por metabolitos de naturaleza polar y apolar los cuales ayudarian a
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proteger a la muestra de la oxidacion debido las condiciones drasticas a las que es
sometida. La menor actividad protectora en las subfracciones de BuOH y AcOEt,
posiblemente se debe a efectos de solubilidad ya que en estas subfracciones es
probable que estén presentes metabolitos polares como compuestos fendlicos los
cuales son insolubles en la muestra de aceite.

Al comparar los factores de proteccion de los extractos y subfracciones obtenidos
por los dos métodos de extraccion se encontro que los factores de proteccion en el
EET, la subfraccion de AcOEt, Hex, y Ac obtenidos por soxhlet son
significativamente mayores que los factores de proteccion obtenidos por el método
de percolacion. El factor de proteccion de la subfraccion de BuOH por los dos
métodos de extraccion no difiere significativamente.

Respecto al BHT utilizado como patron de referencia obtuvo un factor de proteccion
de 1,19 £ 0,01 siendo este valor 0,08 veces mayor que el del EET obtenido por
soxhlet y 0,1 veces mayor que el del EET obtenido por percolacién, esta pequefa
diferencia hace que los extractos etandlicos de hojas de Z. carinata muestren
efectos protectores contra la oxidacién de lipidos debido a la diversidad de
metabolitos presentes en los extractos etandlicos totales.
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Figura 16. Comparacién de los factores de proteccidn en extractos y subfracciones
de hojas de Z. carinata obtenidos por el método Rancimat.
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7.5 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

7.5.1 Contenido de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu

En la tabla 10 se muestra el contenido de fenoles totales en miligramos equivalentes
de acido gélico por gramo de muestra seca (mg EAG/g ms) para cada uno de los
extractos y subfracciones de Z. carinata. Para el EET y subfracciones obtenidas por
el método soxhlet se encontr6 que la subfraccion de BUuOH presenta el mayor
contenido de compuestos fendlicos (67,49 + 0,14 EAG/g ms) y el que presento el
menor contenido fue la subfraccion de Ac (28,06 + 0,57 EAG/g ms) el orden de
mayor a menor contenido de compuestos fendlicos fue: BUuOH > AcOEt > EET >
Hex > Ac.

El andlisis de varianza realizado permiti6 establecer que existen diferencias
significativas (p<0.05) en el contenido de fenoles totales entre las subfracciones
estudiadas y que estas presentan una buena correlacion (R2=0,856) con la
actividad antioxidante obtenido con el método ABTS™ indicando que el 85,60% de
la actividad captadora de radicales evaluada en las subfracciones es debida a la
presencia de compuestos fendlicos. Sin embargo, no se puede considerar que la
actividad antioxidante se deba solo a la presencia de compuestos fendlicos, puesto
que en su composicion quimica pueden existir otros metabolitos secundarios que
debido a su estructura contribuyan a su eficacia antioxidante como el &cido
ascorbico, algunos azucares y aminoacidos.

Para el EET y subfracciones obtenidas por el método de percolacion al igual que
con el método soxhlet la subfraccion de BuOH fue la que presenté un mayor
contenido de compuestos fendlicos (51,34 + 0,39 mg EAG/g ms) y la subfraccion Ac
un menor contenido (25, 06 + 0,62 mg EAG/g ms) siguiendo la misma tendencia
que los reportados por el método soxhlet. Ademas se encontré que estas muestras
difieren significativamente (P<0,05) y que presentan una buena correlacién (R2
=0,900) entre la actividad antioxidante obtenido con el método ABTS™ indicando
que el 90,10% de la actividad captadora de radicales evaluada en subfracciones de
hojas de Z. carinata es debida a la presencia de compuestos fendlicos.

Al comparar el contenido de fenoles totales en los extractos etandlicos y
subfracciones obtenidos por los dos métodos de extraccion se encontré que el
contenido de fenoles totales obtenidos por el método Soxhlet fueron
significativamente mayores que los valores obtenidos por el método de percolacion.
Estas diferencias podrian ser debido al efecto de la temperatura utilizada en el
método soxhlet la cual ayudaria a debilitar las interacciones fenol-proteina y fenol-
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polisacarido en el material vegetal, generando mayor transferencia de estos
metabolitos al disolvente.
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Figura 17. Comparacion del contenido de fenoles en extractos y subfracciones de
hojas de Z. carinata.

7.5.2 Contenido de flavonoides totales por el método tricloruro de aluminio

En el género Zephyranthes se han identificado flavonoides tales como: (2S)-7,3’-
dihidroxi-4’-metoxiflavan, (2S)-7,4'-dihidroxi-3'-metoxiflavan, (2R,3R)-7-metoxi-
flavan-3-ol, los cuales presentaron actividad antiinflamatoria'® 2°. Por lo anterior se
decidié cuantificar el contenido de estos metabolitos en los extractos etandlicos y
en subfracciones de hojas de Z. carinata para determinar si la actividad antioxidante
estaba directamente relacionada con el contenido de estas moléculas.

En la tabla 10 se muestra el contenido de flavonoides en miligramos equivalentes
de quercetina por gramo de muestra seca (mg EQ/g ms) para cada uno de los
extractos y subfracciones de Z. carinata. Para el EET y subfracciones obtenidas por
el método soxhlet se puede observar que la subfracciéon de BUuOH presenta el mayor
contenido de flavonoides totales (56,94 + 0,96 mg EQ / g ms) y la subfraccién
acuosa el de menor contenido (10,28 + 1,96 mg EQ / g ms). el orden de mayor a
menor contenido de flavonoides fue: BUOH > AcOEt > EET > Hex > Ac. El andlisis
de varianza realizado permitié establecer que existen diferencias significativas (p <
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0.05) en el contenido de flavonoides totales entre las subfracciones estudiadas y
que estas presentan una buena correlaciéon (R2=0,908) entre la actividad
antioxidante obtenido con el método ABTS** indicando que el 90,80% de la actividad
captadora de radicales evaluada en las subfracciones es debida a la presencia de
estos metabolitos.

Para el EET y subfracciones obtenidas con el método de percolacion se encontro
un mayor contenido de flavonoides en la subfraccion de BuOH (47,50 + 1,67 mg
EQ/g ms) y un menor contenido de flavonoides en la subfracciéon Ac (6,39 + 0,96
mg EQ/g ms), siguiendo la misma tendencia a los reportados por el método soxhlet.
El andlisis de varianza realizado permiti6 establecer que existen diferencias
significativas (p< 0.05) en el contenido de flavonoides totales entre las subfracciones
estudiadas y que estas presentan una buena correlacion (R2 =0,905) entre la
actividad antioxidante obtenido con el método ABTS™ indicando que el 90,50% de
la actividad captadora de radicales evaluada en las subfracciones es debida a la
presencia de estos metabolitos. Al comparar el contenido de flavonoides en los
extractos etandlicos y subfracciones obtenidos por los dos métodos de extraccién
se encontrd que el contenido de flavonoides obtenidos por el método Soxhlet fueron
significativamente mayores que los valores obtenidos por el método de percolacion,
siendo la temperatura un factor importante en la extraccion de estas estructuras.
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Figura 18. Comparacion del contenido de flavonoides totales en extractos y
subfracciones de hojas de Z. carinata
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7.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

7.6.1 Determinacién de la actividad citotéxica mediante el bioensayo con
Artemia franciscana

En la tabla 11 se muestra la cocentracion letal media CLso de los extractos
etanolicos totales, subfracciones y fraccion de alcaloides mediante el bioensayo
frente a A. franciscana evaluados a las 6 y 24 horas de exposicion.

Tabla 11. Resultados de la actividad citotdxica obtenidos mediante el bioensayo
frente a A. franciscana.

Actividad citotoxica?

Muestras 6 horas 24 horas
EETs 328,61 +1,04 188,80 + 1,25
Hexs 569,22 + 3,45 255,24 + 4,23

AcOEts 814,67 + 5,56 635,15 + 3,45
BuOHs >1500 850,89 + 5,15
Acs >1500 >1500
FAs 130,83 + 5,22 83,22 +4,14
EETp 490,54 + 1,62 197,37 £4,91
Hexp 658,56 * 4,45 333,67 + 4,56
AcOEtp 893,23 + 3,18 696,89+ 5,23
BuOH, >1500 998,90 £ 6,12
Acp >1500 >1500
FAp 138,20 + 3,59 88,19 + 2,92
K2Cr207 83,75+ 6,77 15,52 + 5,63

Los resultados presentados se expresan como la media de tres determinaciones + SD. Las
muestras que contienen los subindices con las letras s y p representan las muestras
obtenidas con el método soxhlet y percolacion respectivamente.

2Valor expresado en concentracion letal media CLso pg/mL
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7.6.2 Concentracion letal media CLsoa las 6 horas de exposicién

Las muestras evaluadas en este ensayo se clasificaron segun su toxicidad, tomando
como referencia las recomendaciones del programa Iberoamericano de Ciencia y
Tecnologia para el Desarrollo (CYTED)®8. Para el EET y subfracciones obtenidos
por el método soxhlet se encontré que el EET tuvo la mayor actividad citotoxica
(CLs0=328,61 + 1,04 pg/mL) clasificAndose como moderadamente toxico. Se
encontré que uno de los principales metabolitos causantes de dicha citotoxicidad
fueron los alcaloides los cuales resultaron siendo 2,51 veces mas citotoxicos que el
EET.Respecto a las subfracciones se encontré que la de Hex y AcOEt fueron
ligeramente téxicos y la de BUuOH y Ac se consideraron relativamente inocuos. El
andlisis de varianza realizado permiti6 establecer que existen diferencias
significativas (p < 0.05) con la CLso entre las muestras estudiadas.

Para el EET y subfracciones obtenidos por el método de percolacion se encontro
que el EET al igual que el método soxhlet presentd la mayor actividad citotoxica
(CL50=490,54 + 1,62 pg/mL) clasificandose como moderadamente téxico. Los
alcaloides obtenidos por este método resultaron siendo 3,55 veces mas citotéxicos
que el EET, siendo estos uno de los principales causantes de dicha citotoxicidad.
Respecto a las subfracciones se encontrd que la de Hex y AcOEt fueron ligeramente
téxicos, y la de BUOH y Ac se consideraron relativamente inocuos. La CLso del EET
y subfracciones presentaron diferencias significativas (p < 0.05).

Al comparar la CLso de los extractos etandlicos y subfracciones obtenidos por los
dos métodos de extraccion se encontrd que los valores de citotoxicidad obtenidos
por el método Soxhlet fueron significativamente mayores que los valores obtenidos
por el método de percolacion. Esto posiblemente se deba a la temperatura utilizada
en la obtencion de los extractos etandlicos, lo cual ayudaria a una mayor extraccion
de metabolitos como los alcaloides. La CLso de la fraccion de alcaloides obtenidos
por los dos métodos de extraccion no presentaron diferencias significativas.
Respecto al dicromato de potasio utilizado como control positivo present6é una alta
actividad citotéxica CLs0=83,75 + 6,77ug/mL) clasificandose como altamente téxico.
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Figura 19. Comparacion de la CLso de los extractos y subfracciones a las 6 horas
de exposicion.

7.6.3 Concentracion letal media CLsoa las 24 horas de exposicion

A las 24 horas de exposicion se puede observar que en todas las muestras
analizadas la CLso disminuye, presentandose por lo tanto una mayor actividad
citotéxica. EI EET obtenido por el método soxhlet se clasific6 como moderadamente
toxico (CLso= 188,80 + 1,25 pg/mL) y los alcaloides obtenidos en este extracto
presentaron una CLso= 83,22 + 4,14 ug/mL clasificandose como altamente toxicos.
Respecto a las subfracciones se encontré que la de Hex fue moderadamente toxica,
y las subfracciones de AcOEt y BUOH se clasificaron como ligeramente toxicas. La
subfraccion Ac fue relativamente inocua. La CLso del EET y subfracciones obtenidas
por este método presentaron diferencias significativas (p < 0.05).

El EET obtenido por el método de percolacion se clasifico como moderadamente
toxico (CLs0=197,37 + 4,91 pg/mL), los alcaloides obtenidos en este extracto
presentaron una CLs0=88,19 + 2,92 ug/mL clasificAndose como altamente toxicos.
Respecto a las subfracciones se encontro que la de Hex fue moderadamente toxica,
y las subfracciones de AcOEt y BUOH se clasificaron como ligeramente toxicas. La
subfraccion Ac fue relativamente inocua. La CLso del EET y subfracciones obtenidas
por este método presentaron diferencias significativas (p < 0.05).
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Al comparar la CLso de los extractos etandlicos y subfracciones obtenidos por los
dos métodos de extraccion se encontrd que los valores de citotoxicidad obtenidos
por el método Soxhlet fueron significativamente mayores que los valores obtenidos
por el método de percolacion, esto posiblemente se deba a la temperatura utilizada
en la obtencion de los extractos etandlicos lo cual ayudaria a una mayor extraccion
de metabolitos como los alcaloides. La CLso de la fraccion de alcaloides obtenidos
por los dos meétodos de extraccion no presentaron diferencias significativas.
Respecto al dicromato de potasio utilizado como control positivo presentdé una
CLs0=15,52 + 5,63 pg/mL clasificAndose igualmente que a las 6 horas como
altamente toxico.

La importancia de la alta citotoxicidad de los extractos etandlicos y de la fraccion
de alcaloides obtenida por los dos métodos de extraccién se debe a que pueden ser
utiizados para diferentes actividades bilégicas como: anticancerigenos,
antifingicos, antibacteriales, antivirales, ademas la obtencion de estos metabolitos
es de gran importancia ya que estos son muy utilizados en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer dada su actividad farmacologica como inhibidor de la
enzima acetilcolinesterasa.

7.7 CORRELACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CITOTOXICA

Al observar en los resultados obtenidos para actividad antioxidante y citotoxica en
las muestras analizadas de hojas de Z. carinata, se encontré que la subfraccion de
BuOH obtenida por los dos métodos de extraccion presentd el mayor contenido de
fenoles y flavonoides totales. Ademds, estas subfracciones fueron las que
presentaron la mayor actividad antioxidante por el método ABTS, mostrando como
la captacion de radiales DPPH en estas subfracciones a los 15 minutos de reaccion
no fue completa, debido a que a mayores tiempos de reaccidén continuaba captando
radicales libres presentando por lo tanto una mayor actividad antioxidante en
comparacién con las demas subfracciones. La actividad citotoxica en estas
subfracciones resulté siendo no toxica a las 6 horas y ligeramente toxica a las 24
horas. Indicando que los metabolitos contenidos en esta subfraccion presentan baja
actividad citotdxica y alta actividad antioxidante, por lo que dicha subfraccién puede
ser utilizada como fuente natural de antioxidantes, y como potencial antiinflamatorio
debido a su contenido de flavonoides.

Los extractos etandlicos totales obtenidos por los dos métodos de extracciéon
presentaron la mayor actividad antioxidante mediante el método Rancimat,
obteniendo los mayores factores de proteccion del aceite de ajonjoli. La actividad
citotoxica en los extractos fue moderadamente toxica a las 6 y 24 horas. Indicando
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que los metabolitos presentes en los extractos etanolicos presentan buena actividad
antioxidante y buena actividad citotoxica por lo que podrian ser utilizados en la
industria alimentaria o la industria farmacéutica.

La subfracciones de Hex presentaron baja actividad antioxidante y menor contenido
de fenoles y flavonoides totales. La actividad citotdxica en estas muestras resultd
siendo ligeramente toxica a las 6 horas y moderadamente toxica a las 24 horas.
Indicando que los metabolitos presentes en dicha subfraccidn presentan baja
actividad antioxidante y alta actividad citotoxica, por lo que pueden ser utilizadas
como anticancerigena, antifingica o antibacterial.
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Figura 20. Comparacion de la CLso de los extractos etandlicos y subfracciones a las
24 horas de exposicion.
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8. CONCLUSIONES

8.1 Las hojas de Z. carinata presentan una gran variedad de metabolitos, entre los
que destacan: alcaloides, cardiotonicos, taninos, flavonoides, triterpenos y
esteroides, cumarinas volatiles, saponinas, carotenos y quinonas.

8.2 La actividad antioxidante mediante los ensayos colorimétricos DPPH-y ABTS*
obtenida en el EET y subfracciones por el método soxhlet fueron mayores en
comparacion con el EET y subfracciones por percolacion.

8.3 El EET obtenido por soxhlet tuvo una mayor actividad protectora frente al aceite
de ajonjoli en comparacion con las fracciones y el EET obtenido por percolacién.

8.4 Se encontré un mayor contenido de fenoles y flavonoides en el extracto etandlico
y subfracciones obtenidos por el método soxhlet encontrandose la mayor
concentracion en la subfraccion de BUOH.

8.5 La actividad citotdxica en los extractos etandlicos y subfracciones obtenidos por
el método soxhlet a las 6 y 24 horas de exposicion fue mayor en comparacion con
los extractos y subfracciones obtenidos por el método de percolacion.

8.6 Los alcaloides totales obtenidos por los dos métodos de extraccion presentaron
una potente actividad citotoxica siendo estos metabolitos uno de los principales
causantes de dicha citotoxicidad en los extractos etandlicos totales.

8.7. La subfraccion de BUOH presentd el mayor contenido de fenoles y flavonoides
totales, generando una mayor actividad antioxidante evaluada con los métodos
DPPH Y ABTS. La actividad citotoxica de esta subfraccion resultd siendo
ligeramente toxica, por lo tanto se puede utilizar como fuente natural de
antioxidantes.
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9. RECOMENDACIONES

9.1 Se recomienda continuar con la evaluacion de la actividad antioxidante en los
extractos etandlicos y subfracciones y realizar un seguimiento mas amplio en el
tiempo de reaccion del DPPH con el objetivo de observar si estos siguen siendo
mas activos.

9.2 Realizar la identificacion y caracterizacion de flavonoides de hojas de Z. carinata
y pruebas bioldgicas para que sean utilizados en el campo farmacoldgico.

9.3 Realizar estudios de toxicidad con los alcaloides de Z. carinata utilizando células
tumorales con el fin de aplicarlos posiblemente para el tratamiento de diferentes
enfermedades como el cancer, Asi mismo se recomienda realizar ensayos de
inhibicion enzimatica principalmente con acetilcolinesterasa y mirar su potencial
para el tratamiento de la enfermedad de Alzhéimer.

9.4 Realizar la caracterizacion y cuantificacion de los alcaloides en hojas de Z.
carinata para asi tener un conocimiento mas amplio de estos metabolitos.
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11 ANEXOS

Anexo 1. Fotografias del tamizaje fitoquimico el tubo de lado izquierdo corresponde
al EET por percolacién y el de lado derecho pertenece al EET por soxhlet.

Pruebas para alcaloides

A Reactivo Wagner B Reactivo Mayer C Reactivo Dragendorff

Prueba para cardiotonicos

A Reactivo de Baljet B Reactivo de Keddle C Reactivo de Salkowski D reactivo de
Keller

Prueba para taninos

A. Cloruro férrico B. Gelatina C. Gelatina-sal
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Pruebas para Flavonoides Prueba para Quinonas Prueba para

- ”
. ; “'

Ensayo de Shinoda Solucion de NaOH Reactivo de Carr-Price

Prueba para triterpenos y esteroides Prueba para saponinas

A. Reactivo de Liebermann-
Burchard
B. Reactivo de Salkowski

Agitacion con agua caliente
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Anexo 2. Actividad citotoxica
Las muestras evaluadas en este ensayo se clasificaron segun su toxicidad, tomando
como referencia las recomendaciones del programa Iberoamericano de Ciencia y

Tecnologia para el Desarrollo (CYTED)

Tabla 1. Clasificacion de toxicidad segun CYTED

N° Categoria CLso (ng/mL)
I Extremadamente toxico 1-10

Il Altamente toxico 10-100

1] Moderadamente toxico 100-500
\Y Ligeramente toxico 500-1000
\Y Practicamente no toxico 1000-1500
VI Relativamente inocuo >1500
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Anexo 3. Actividad antioxidante
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Figura 1. Reaccion del DPPH vy las fracciones BUOH y Hex obtenidas por
percolacion.
Mayor velocidad de reaccion en la subfraccion de Hex con el DPPH, en comparacion
con la subfraccion de BuOH, debido a los metabolitos presentes en cada
subfraccion. Hex trasferencia de electrones y BuUOH transferencia atomos de
hidrégeno.
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Anexo 4. Cuantificaciéon de fenoles totales

Tabla 2. Curva de calibracion de &cido galico utilizada para la determinacion de
fenoles totales en los extractos etandlicos totales y subfracciones de hojas de Z.
carinata por el método Folin-Ciocalteu

Concentracién Abs
bpm Al A2 | A3 | promedio | SD %CV
75 0,506 | 0,505 | 0,497 | 0,503 0,005 0,98
65 0,436 | 0,433 | 0,434 | 0,434 0,002 0,35
55 0,389 | 0,394 | 0,391 | 0,391 0,003 0,64
45 0,320 | 0,319 | 0,318 | 0,319 0,001 0,31
35 0,232 | 0,234 | 0,236 | 0,234 0,002 0,85
25 0,162 | 0,164 | 0,163 | 0,163 0,001 0,61
15 0,086 | 0,087 | 0,088 0,087 0,001 1,15

ppm: Concentracion partes por millén, A: Absorbancia, Abs: Absorbancia, SD: Desviacion
estandar, CV: Coeficiente de variacion
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Figura 2. Curva de calibracién fenoles

58



Anexo 5. Cuantificacidon de flavonoides totales

Tabla 2. Curva de calibracién de quercetina utilizada para la determinacion de
flavonoides totales en los extractos etandlicos totales y subfracciones de hojas de
Z. carinata por el método tricloruro de aluminio.

Concentracién Abs

ppm Al A2 A3 |promedio| SD %CV
300 0,177 0,176 | 0,175 0,176 0,001 0,57
240 0,131 0,130 | 0,131 0,131 0,001 0,44
180 0,109 0,110 | 0,111 0,110 0,001 0,91
120 0,071 0,072 | 0,070 0,071 0,001 1,41
60 0,033 0,034 | 0,034 0,034 0,001 1,71
30 0,020 0,019 | 0,021 0,020 0,001 5,00
8 0,008 0,007 | 0,008 0,008 0,001 7,53

ppm: Concentracion partes por millén, A: Absorbancia, Abs: Absorbancia, SD: Desviacion estandar,
CV: Coeficiente de variacion.

0.20- y = 0,0006x + 0,0025

r? =0.995

E 0.15-
© (]
o
S 0.10-
2
(@]
2 0.05-
<

0.00 ' ' ' .

0 100 200 300 400

Quercetina (ppm)

Figura 3. Curva de calibracién quercetina
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