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RESUMEN

Buddleja globosa Hope es una planta nativa de Chile con propiedades
beneficiosas tales como: antioxidante, diurética, antiinflamatoria, antiséptica,
analgésica y cicatrizante, asi como de regeneracion de la membrana mucosa en el
caso de Ulceras. Estas propiedades estan asociadas a su contenido de
compuestos fendlicos entre los que se incluyen flavonoides, ésteres feniletanoides

y terpenoides como iridoides, sesquiterpenos, diterpenos y saponinas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del estrés inducido por la radiacion
UV-B postrecoleccion en el contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante de hojas de matico para extractos acuoso e hidroalcohdlico. Se
utilizaron 3 lamparas UV-B (TL 40W/12 UV-B Broadband Phototherapy, Philips)
con una intensidad promedio de 436 uW/cm? y distintos tiempos de exposicién (30
s, 150 s y 300 s). La dosis final fue de 26,2 mJ/cm?, 130,8 mJ/cm?, 261,7 mJ/cm?
respectivamente. Las hojas se mantuvieron 5 dias en oscuridad a 20°C y 38- 45%

HR en bolsas plasticas ventiladas para posteriormente ser secadas.

El resultado final mostr6 que existe un incremento en el contenido total de
polifenoles y capacidad antioxidante proporcional al aumento de radiacién UV-B en
ambos extractos obteniéndose un mayor rendimiento en el extracto hidroalcoholico
(P<0,05). Se obtuvo una buena correlacidon entre capacidad antioxidante v/s
contenido de polifenoles y también entre capacidades antioxidantes lo que indica

los polifenoles podrian ser los mayores contributores de la actividad antioxidante y



gue los compuestos presentes en ambos extractos pueden reducir oxidantes y

atrapar radicales libres.



SUMMARY

Buddleja globosa Hope is a plant native to Chile with benefical properties such as
antioxidant, diuretic, anti-inflammatory, antiseptic, analgesic and healing and
regeneration of the mucous membrane in the case of ulcers. These properties are
associated with its phenolic content. Including flavonoids and terpenoids
phenylethanoid esters as iridoids, sesquiterpenes, diterpenes and saponins are

included.

The aim of this study was to evaluate the effect of stress induced by UV-B radiation
in postharvest total polyphenol content and antioxidant capacity of leaves matico
for aqueous and alcoholic extracts. Three UV-B lamps (TL 40W/12 Broadband
UVB Phototherapy, Philips) are used with an average intensity of 436 pW/cm? and
different exposure times (30 s, 150 s and 300 s). The final dose was 26.2 mJ/cm?,
130.8 mJ/cm?, 261.7 mJ/cm?. The leaves remained five days in the dark at 20°C

and 38- 45% RH in ventilated plastic bags and then are dried.

The final result showed that there is an increase in the total polyphenol content and
antioxidant capacity proportional to the increase in UV-B radiation in both extracts
obtaining a higher yield in the hydroalcoholic extract. A good correlation was
obtained between antioxidant capacity v/s polyphenol content and antioxidants
capabilities among indicating that polyphenols are the mayor contributors to higher
antioxidant activity and the compounds present in both extracts can be reducing

and scavenging free radicals.



INTRODUCCION

Las plantas medicinales son un recurso existente desde la antigiedad y han sido
aprovechadas por diversas culturas, a través de la historia, como fuente de
preparados medicamentosos, contribuyendo hasta mediados del siglo XX a ser el
recurso terapéutico para disminuir sintomas y prevenir enfermedades. Es asi
como en cada region se ha desarrollado una forma de curar Unica y caracteristica
que utiliza especies endémicas. Con el tiempo estas terapias han pasado a
conformar la medicina tradicional que ha sido preservada por los pueblos

originarios (Avello y Cisternas, 2010; Parada, 2012).

Hoy en dia se sabe que esta practica se sustenta en la presencia de principios
activos o0 constituyentes con accidn terapéutica que se encuentran presentes en

ellas.

Compuestos bioactivos en plantas y su origen

Gracias a su complejo metabolismo, las plantas constituyen una fuente de
compuestos que son caracterizados por una enorme diversidad quimica de la cual
s6lo una pequefia fraccion ha sido estudiada en sus propiedades bioactivas
habiendo variedades conocidas y no conocidas con actividades farmacologicas

aun por descubrir (Avello y Cisternas, 2010).

Estos compuestos poseen diversas actividades terapéuticas en el hombre, tales

como antiinflamatorias, anticarcinogénicas y anti-ateroscleroéticas, entre otras, que



pueden ser relacionadas a su contenido de polifenoles y su actividad antioxidante
(Chung y cols., 1998; Wollgast & Anklam, 2000; Wong y cols., 2006). Esta funcion
antioxidante incluye: i) atrapador de radicales libres; ii) proteccion y regeneracion
de otros antioxidantes de la dieta (ej. Vitamina E) y iii) quelacion de iones
metalicos pro-oxidantes tales como hierro y cobre (Sepulveda y cols., 2004; Huang

y cols., 2007).

Compuestos fenélicos

Los polifenoles son compuestos derivados del metabolismo secundario de los
vegetales. Son constituyentes naturales de las plantas y representan un amplio
grupo de sustancias quimicas con diferentes estructuras, propiedades quimicas y

actividad biologica (Bravo, 1998; Gutiérrez y cols., 2008, Haminiuk y cols., 2012).

Su estructura fundamental se caracteriza por la presencia de al menos un anillo
bencénico que contiene como minimo uno o mas sustituyentes hidroxilo libre o
formando parte de otra funcion: éster, éter, heterésido (ver Figura N°1l). Se
encuentran comunmente conjugados con uno o mas residuos glucidicos aunque
también existen uniones directas del azlcar al atomo de carbono aromatico

(Bravo, 1998; Bruneton, 2001; Gutiérrez y cols., 2008).



Figura N°1: Estructura general de los flavonoides y posiciones de sustitucion

(Cushnie y Lamb, 2005).

Los polifenoles provienen de la ruta del acido shikimico y de la ruta del acetato
malonato. Tanto el &cido acético como el &cido shikimico derivan del metabolismo
de la glucosa (Bravo, 1998). El acido shikimico da origen a los aminoacidos
aromaticos fenilalanina y tirosina y a partir de estos a fenoles sencillos, acidos
fendlicos (benzoicos, cinamicos, etc.), cumarinas, lignanos, antocianos y taninos

(Dixon y Paiva, 1995).

El acido acético, en su forma activa, Acetil- CoA, o posteriormente como Malonil-
CoA, es el punto de partida de la sintesis de los acidos grasos en la ruta primaria,
pero también es el punto de partida de la sintesis de flavonoides en la ruta
secundaria, de esta via provienen compuestos normalmente policiclicos como
cromonas, isocumarinas, orcinoles, depsidonas, xantonas, antraquinonas vy

heter6sidos antracénicos (Murcia y cols., 2003).

Muchos compuestos con dos o mas nucleos fendlicos, tales como flavonoides,

estilbenos, pironas y xantonas, entre otros, son el producto de una biosintesis



mixta, puesto que derivan simultaneamente del acido shikimico y del acetato

(Murcia y cols., 2003).

Sintesis de metabolitos secundarios

Los compuestos fendlicos son sintetizados durante el desarrollo normal de las
plantas y son esenciales para el crecimiento y reproduccion de estas, también
actian como antipatdogenos y contribuyen a la pigmentacién de los alimentos y

vegetales (Haminiuk y cols., 2012; Chordi, 2013).

La presencia de estos también puede ser influenciada por diversas situaciones
gue producen estrés en el vegetal tales como animales, microorganismos, otras
plantas, agentes fitopatdbgenos como virus y viroides, déficit o exceso de agua,
temperaturas extremas, salinidad, metales pesados, toxinas, carencia de
minerales y radiacion UV, las cuales se encuentran resumidas en la Figura N°2

(Dixon y Paiva, 1995; Bravo, 1998; Haminiuk y cols., 2012).
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Figura N°2: Factores de stress que inducen metabolismo secundario (Dixon 'y
Paiva, 1995).

El incremento de los compuestos fendlicos en respuesta al estrés en vegetales es
uno de los fenbmenos mas estudiados (Sepulveda y cols., 2004; Surjadinata y
Cisneros-Zevallos, 2012). El aumento del contenido de polifenoles genera cambios
tales como la sintesis de enzimas que degradan la pared celular de
microorganismos, alteracion en la composicion y estructura de la pared celular
vegetal, formando una barrera mas rigida y menos digerible para los agresores
(lignanos). Asimismo y como parte de la proteccion quimica, esta la produccion de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, en contra de herbivoros, o

con actividad antioxidante (Sepulveda y cols., 2004).

Un claro ejemplo de este fendmeno se ve reflejado en estudios realizados por

Surjadinata y Cisneros-Zevallos (2012) en distintas variedades de zanahorias



sometidas a estrés fisico (heridas por corte) que han mostrado un incremento de
25 y 12,4 veces en compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
respectivamente después de cuatro dias de almacenamiento en comparacion a
controles sin estrés, encontrandose ademas una relacion lineal entre la intensidad

de la agresion y el incremento de estos compuestos.

Radiacion UV

La radiacion UV corresponde a una radiacion no ionizante que es parte del
espectro electromagnético emitido por el Sol, con una longitud de onda que abarca
de 100 a 400 nm (Rivera-Pastrana y cols., 2007). Esta tiene tres componentes: la
radiacion UV-A entre los 320 y 400 nm, UV-B comprendida entre los 280 y 320 nm
y UV-C que abarca los 200 y 280 nm (Carrasco, 2009; Takshak y Agrawal, 2014).
La radiaciéon UV-B que alcanza la superficie de la Tierra representa el 1,5% del
espectro total, siendo la mayor parte de la radiaciéon que llega del tipo UV-A
(6,3%). La radiacion UV-C es absorbida completamente por el ozono de la

atmosfera terrestre y no llega a la Tierra (Hollosy, 2002).

La radiacion UV-B es vital para el funcionamiento de los ecosistemas en el control
de procesos fotobioldgicos, factores ambientales y ciclos naturales, pero también
puede ser perjudicial cuando la proporcibn de ésta aumenta por sobre
determinados limites, produciendo alteraciones en la quimica y fisiologia de la
planta (cambios anatomo-morfolégicos, metabdlicos y a nivel molecular)

penetrando en la hoja y siendo absorbida por cromdéforos y/o biomoléculas
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susceptibles a su efecto dafiino tales como proteinas y Acido Desoxirribonucleico
(ADN) las cuales presentan electrones m en su estructura que absorben

fuertemente esta radiacion (Holl6sy, 2002; Carrasco, 2009).

El estudio de los efectos de la radiacion UV también genera gran interés puesto
gue hay evidencias del efecto positivo en el aumento de la sintesis de compuestos
fendlicos tales como fenoles y flavonoides, los que se acumulan en células de la
epidermis de diversas especies vegetales absorbiendo entre 289-360 nm no
interfiriendo en la absorcion de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR:
Photosynthetically Active Radiation) (400-700 nm), reduciendo el efecto deletéreo
sobre distintos componentes celulares por el aumento de la capacidad de las
hojas de bloquear este tipo de radiacién (Cisneros-Zevallos, 2003; Carrasco,

2009).

El estudio del efecto de la radiacion UV en plantas medicinales también es
importante para determinar la influencia sobre los compuestos activos presentes
en eéstas. Asi lo demuestran ensayos en cultivos de paico (Chenopodium
ambrosioides) y ortiga (Urtica dioica) tratados con distintas dosis de radiacion UV-
C (3,2 KJ/m?, 4,0 KJ/m? 6,0 KJ/m?), presentando ambas especies irradiadas
diferencias significativas en el contenido de polifenoles totales con respecto sus
respectivos controles para todas las dosis de radiacién recibidas. Para la medicién
de capacidad antioxidante en paico solo la dosis de 6,0 kJ/m2 presentd un

aumento significativo en comparacién a la muestra control. Con respecto a la
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ortiga, todos los tratamientos presentaron un incremento significativo en la
capacidad antioxidante para las distintas dosis aplicadas respecto del control

(Charpentier, 2013).

Estudios realizados por Du y cols. (2012) en el que se evalu6 el efecto de bajas
dosis de radiacion UV-B en zanahorias con distintos estilos de corte que
generaron distintas areas de exposicion totales, con una dosis total de 141,4+1,6
mJ/cm?, tiempo de exposicién de 14 s y condiciones de almacenamiento de 15°C y
45% HR (Humedad Relativa) por 72 h, revelaron un incremento significativo en
polifenoles totales, actividad antioxidante y sintesis de Fenilalanina Amonio Liasa
(Phenylalanine Ammonia Lyase: PAL). También se encontré que los niveles de
actividad antioxidante fueron proporcionales al area de exposicion de las

muestras.

Artemisia annua, una planta con propiedades antimalaricas, tratada con dosis de
radiacién UV-B y UV-C (4,2 kJ/m?/dia) por 30 min cada dia, por un tiempo total de
14 dias y en distintos estadios de crecimiento (plantula, pre-floracién, boton, post-
floracion), mostro claramente que la radiacion UV-B y UV-C induce un aumento del
contenido del componente activo artemisina en diferentes partes aéreas de éstas

para los diferentes estadios de desarrollo de la planta (Rai y cols., 2011).

Dolzhenko y cols. (2010) expusieron Mentha piperita L. a una dosis total de 7,1
kd/m?/dia de radiacién UV-B por 1 h en plantas con crecimiento al aire libre y en

camara de crecimiento artificial, resultando un incremento significativo del
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contenido fendlico en las plantas cultivadas en ambas condiciones de crecimiento

respecto del cultivo control.

Buddleja globosa Hope

Buddleja globosa Hope, perteneciente a la familia Buddlejaceae, cominmente
llamado "matico”, "matico chileno"”, "pafil® o "palguin”, es una especie nativa de
Chile, Pera y Argentina que se encuentra comunmente desde la zona central hasta
la Patagonia de forma silvestre y también en casas y jardines domeésticos
(Houghton, 2003; Vogel y cols., 2010). Es un arbusto siempreverde de 1,5 a 3 m
de altura, con tallos sublefiosos amarillentos, hojas ovalado-lanceoladas, rugosas,
grisaceas en su cara inferior y agudas en la punta, de 3-15 cm de largo y 1-5 cm

de ancho. Sus semillas son numerosas, con forma poliédrica y menor a 1 mm de

largo (MINSAL, 2010) (ver Anexo 1).

Entre los compuestos activos encontrados en Buddleja globosa se incluyen
flavonoides, esteres feniletanoides y terpenoides incluyendo iridoides,
sesquiterpenos, diterpenos y saponinas (Pardo y cols., 1993; Liao y cols., 1999;
Mensah y cols., 2001; Houghton, 2003), a los que se ha atribuido propiedades
beneficiosas tales como: antioxidante, diurética, antiinflamatoria, antiséptica,
analgésica y cicatrizante, asi como la regeneracion de la membrana mucosa en el
caso de ulceras en variadas formas de presentacion como compresas, infusion,
polvos y unguentos (Backhouse y cols., 2008a; Vogel y cols., 2010; Wilkens y

cols., 2013).
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HIPOTESIS

"Si la biosintesis de compuestos polifendlicos aumenta en vegetales en respuesta
al estrés de la radiacion UV-B, entonces las hojas de Buddleja globosa Hope
sometidas a tratamiento de irradiacion UV-B postrecoleccion presentaran un
mayor contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante que las hojas sin

tratamiento".



14

OBJETIVOS

Objetivo general

- Evaluar el efecto del estrés inducido por la radiacion UV-B postrecoleccion en el
contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de hojas de Buddleja

globosa Hope.

Objetivos especificos

1. Recolectar, seleccionar y secar adecuadamente hojas de Buddleja globosa

Hope para asegurar un material de buena calidad.

2. Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos totales y determinar la
capacidad antioxidante en hojas de Buddleja globosa Hope sometida a

distintas dosis de radiacion UV-B.

3. Establecer una posible correlacion entre el contenido de polifenoles y
capacidad antioxidante y entre los distintos métodos para medir capacidad

antioxidante.

4. Comparar estadisticamente el contenido de polifenoles totales y capacidad
antioxidante de hojas de Buddleja globosa Hope sometidas a distintas dosis de

radiacion UV-B.



MATERIALES

Reactivos

- Agua destilada.

- Metanol técnico 99,8%, Vimaroni.

- Reactivo Folin Ciocalteau, Merck.

- Acido acético min. 99,8%, Sigma.

- HCI 37% p.a., Sigma.

- Acido gaélico p.s., Merck.

- Carbonato de Sodio anhidro p.a., Sigma.

- Acetato de sodio trihidrato p.a., Merck.

- 2, 4, 6- Tripiridil-s- Triazina (TPTZ) p.a. 99,0%, Fluka.
- Cloruro férrico GR hexahidrato 99,0%, Loba.

- Sulfato ferroso heptahidrato p.a., Merck.

- 2,2- difenil- 1- picrilhidrazil (DPPH) p.a., Sigma.
- Papel filtro Munktell grado 388 (rapido).

p.a.: para andlisis ; p.s.: para sintesis
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Equipos

- Balanza granataria Radwag PS360C2.

- Balanza analitica Radwag AS220C2.

- Liofilizador Modelo Benchtop 2.0K ES.

- Molino de laboratorio IKA A1l Basic.

- Tamiz N°45, 355 pym.

- Tamizadora Electromagnetic Sieve Shaker EMS- 8.

- Bafio de ultrasonido ElImasonic E 30 H.

- Estufa de secado BINDER SERIES ED.

- Radidmetro UVX con sensor UVX- 31 UV-B.

- Bafio termorregulado Memmert WNB- 10.

- Centrifuga Eppendorf Modelo 5702R.

- Placa calefactora Thermo Scientific Cimarec.

- Vortex MaxiMix .

- Espectrofotometro UV- Vis Shimadzu UV- 1800.

- Desecadora.
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METODOS

Recoleccidon de muestras

Las muestras utilizadas corresponden a hojas de matico recolectadas en el mes
de Enero de 2015 desde jardines situados en la comuna de Concén (Provincia de
Valparaiso, Region de Valparaiso, Chile, Latitud Sur 32°56°19"", Longitud Oeste

71°31°32"") (ver Anexo 2).

Esta zona posee un clima templado-calido de tipo costero que se caracteriza por
una estacion seca prolongada (7-8 meses) y una gran cantidad de nubosidad
durante todo el afio, siendo de mayor intensidad en los meses de invierno y

asociada a nieblas y lloviznas.

Las variaciones de temperatura son menores por la influencia oceanica, entre el
mes mas calido y el mas frio la diferencia oscila entre 5-6°C con un promedio
anual de 14°C. La humedad atmosférica es alta con un promedio de 82%. Las
precipitaciones superan los 350 mm anuales y entre los meses de mayo y agosto

precipita mas del 80% del total anual (ONEMI, 2008; Meteorologia de Chile, 2015).

Las muestras recolectadas se limpiaron y seleccionaron descartando las que

estuviesen rotas y decoloradas, obteniendo un total de 547,8 g.
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Tratamiento de la muestra

Las hojas se separaron en 5 grupos denominados de la siguiente manera:
- Co: Grupo control sin tratamiento con incubacion de 0 dia.
- Cs: Grupo control sin tratamiento con incubacion de 5 dias.
- R1: Grupo con tratamiento de 1 minuto e incubacién de 5 dias.
- Rs: Grupo con tratamiento de 5 minutos e incubacion de 5 dias.

- R10: Grupo con tratamiento de 10 minutos e incubacion de 5 dias.
Cada uno de los grupos a su vez fue subdividido en 3 subgrupos (A, By C).

Los grupos denominados Cs, R;, Rs y Rip fueron llevados a incubacion, siendo
este proceso el almacenamiento de las hojas por un periodo de 5 dias en
condiciones de oscuridad y temperatura promedio de 20°C y 38-45% HR, con la
finalidad de dar tiempo a la respuesta metabdlica en las hojas de matico después

de la exposicion a radiacion UV-B.

Para el proceso de irradiacién se utilizaron 3 lamparas UV-B (TL 40W/12 UV-B
Broadband Phototherapy, Philips). La intensidad de la radiacion fue medida con

radiometro digital con sensor UV-B (UVX Radiometer, UVX 31 Sensor, UVP).

Las hojas fueron irradiadas a una distancia de 41 cm, una intensidad promedio de
436 pW/cm? y distintos tiempos (30 s, 150 s y 300 s) por una cara de la hoja para

posteriormente recibir el mismo tiempo de tratamiento por la otra cara. La
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temperatura inicial fue de 21,9°C llegando a una temperatura final de 24°C. La
dosis final de radiacién a la que fueron expuestas las hojas frescas de matico se

resumen en la tabla N°1:

Tabla N°1: Resumen de dosis de radiacion UV-B aplicada a los

distintos grupos de hojas de matico frescas.

- - 5
60 26,2 5
300 130,8 5
600 261,7 5

La muestra denominada C, fue congelada para ser liofilizada inmediatamente, el
resto de las muestras (Cs, R1, Rs y Rip) fueron incubadas segun las condiciones
descritas anteriormente. Una vez transcurrido este tiempo las muestras fueron

también congeladas vy liofilizadas.

Secado y molienda

Una vez finalizado el proceso de incubacion, las muestras fueron pesadas y
colocadas en bolsas plasticas y estas a su vez dentro de un recipiente de vidrio
para ser congeladas por un tiempo minimo de 5 h. Posteriormente se colocé el
frasco en el liofilizador para ser secadas durante 72 h. Se obtuvo el peso final de

cada bolsa con muestra.
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Las muestras ya secas fueron pulverizadas con molinillo eléctrico. El polvo
obtenido se hizo pasar a través de un tamiz de malla # 45 (355 um). Las muestras
fueron puestas en recipientes plasticos previamente rotulados y almacenadas a

4°C para sus posteriores analisis.

Preparacion de los extractos

- Extracto acuoso: Se utilizd el protocolo descrito Wong y cols. (2006) con

modificaciones.

Se peso6 0,5 g de muestra en tubo Falcon de 50 mL y se adicion6é 10 mL de agua
destilada a temperatura ambiente. Se coloc6 en bafio de agua a 100°C por 30 min
agitando cada 10 min en vértex. Se enfri6 a temperatura ambiente y se centrifugo
a 4.400 rpm por 15 min a 4°C. Se separ0 el sobrenadante y el residuo sélido se
sometié a un nuevo proceso de extraccion. Se juntaron ambos sobrenadantes, se
filtr6 por gravedad y se llevé a un volumen final de 25 mL con agua destilada. El

extracto obtenido se almacend a 4°C.

- Extracto hidroalcohdlico: Se utiliz6 el protocolo descrito por ISO 14502-1

(2005).

Se pes6 0,5 g de muestra en tubo Falcon de 50 mL y se adiciond 10 mL de la
mezcla metanol:agua (70:30) que previamente fue calentada a 70°C en bafo
termorregulado. Se colocaron los tubos en bafio a 70°C por 10 min agitando cada
5 min en vortex. Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se centrifugé a 4.400

rpm por 15 min a 4°C. Se separ6 el sobrenadante y el residuo sélido se sometié a
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un nuevo proceso de extraccion. Se juntaron ambos sobrenadantes, se filtr6 por
gravedad y se llevo a un volumen final de 25 mL con la mezcla metanol:agua

(70:30). El extracto obtenido se almacenoé a 4°C.

Todas los analisis se realizaron al dia siguiente de la preparacion de los extractos.

Determinacién de Polifenoles Totales (PFT)

Para este ensayo se uso el método de Folin- Ciocalteau (FC) (1927) segun lo
descrito por ISO 14502-1 (2005) en el cual se observa la formacion de una
coloracién azul que presenta una absorbancia a 750 nm, y cuya intensidad es

proporcional a la concentracion de polifenoles en la muestra.

Muestra: Se tomd 1 mL del extracto madre y se llevd a un volumen final de 10 mL
en matraz aforado con agua destilada. De esta dilucion se tomé 1 mL en un tubo
de ensayo, se adicioné6 5 mL de reactivo FC (1:10) incubandose por 8 min
protegido de la luz. Transcurrido el tiempo de incubacién se adicion6 a la mezcla
4mL de Na,COs3 7,5% p/v y se incub6 por 1 h en oscuridad. Una vez finalizado el
tiempo de incubacién se midi6 la absorbancia de todas las muestras a 765 nm en

un espectrofotometro UV- Vis.

Todas las mediciones se realizaron por duplicado.

Los resultados obtenidos se expresaron como mg Equivalentes de Acido Galico

(GAE:Gallic Acid Equivalents)/ 100 g de muestra en base seca (b.s.).
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Curva de calibrado Acido Galico: Se preparé una solucion estandar de Acido
Galico de 1 mg/mL de la cual se tom6 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 mL respectivamente y se
llevaron a un volumen final de 100 mL con agua destilada. Cada punto de la curva
se realiz6 utilizando el mismo protocolo de la muestra. Para el blanco se utilizo

agua destilada.

Tabla N°2: Curva de calibrado de Acido Galico.

1,0 100 10

2,0 100 20
3,0 100 30
4,0 100 40
50 100 50
6,0 100 60

Determinacion de Capacidad Antioxidante (CAOX)

Se evalud la capacidad antioxidante utilizando dos métodos: la decoloracion del
radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) expresada en % Inhibicién
DPPH/100 g de muestra en b.s.; y el método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) basado en la reduccién de Fe*® a Fe*? expresado en moles FeS04/100 g

de muestra en b.s. (Sharma y cols., 2009; Benzie y Strain, 1996).

- FRAP: Se realiz6 el protocolo descrito por Benzie y Strain (1996) con

modificaciones:
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Reactivo FRAP: Se preparé mezclando los siguientes reactivos en proporcion
10:1:1 (Buffer Acetato 300 mmol/L, pH 3,6 [3,1 g C;H3NaO,-3 H,O + 16 mL
C,H4O;, para 1 L de solucién]; TPTZ 10 mmol/L en HCI 40 mmol/L; FeClz-6 H,O 20
mmol/L). El reactivo se prepard fresco diariamente, manteniéndose a 37°C en

bafio termorregulado.

Muestra: Se tomd 1 mL del extracto madre y se llevd a un volumen final de 10 mL
con agua destilada. La mezcla de reaccion se realizé adicionando 600 pL de agua
destilada, 200 pL de muestra diluida y 6 mL de reactivo FRAP a 37°C al tubo de
ensayo. Se incubd en bafio termorregulado a 37°C por 5 min. Se agité y se
monitoreo la cinética de formacién del complejo Fe*- TPTZ en espectrofotdmetro
UV- Vis por 5 min con intervalos de medicion de 0,5 s. La lectura tomada a los 4
min fue seleccionada para la realizacion de los calculos. Todas las mediciones se
realizaron por duplicado. Los resultados se expresaron como moles FeSO,/ 100 g

de muestra en b.s.

Curva de calibrado FeSO46 H,O: Se prepar6é una solucion estandar de
FeS0,4-6H,0 2 mM de la cual se tomaron alicuotas entre 0 y 1,4 mL y se llevaron
a un volumen final de 10 mL con agua destilada. Cada punto de la curva de
calibrado se realiz6 siguiendo el mismo procedimiento de la muestra. Para el

blanco se utiliz6 agua destilada.
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Tabla N°3: Curva de calibrado de FeS0O4-6 H,O.

1 10 10 0,2
2 20 10 0,4
8 | s 10 0,6
a4 10 0,8
5 | 50 10 1,0
6 60 10 1,2
770 10 1,4

- DPPH: Para este ensayo se siguid la metodologia descrita por Sharma y cols.

(2009) con modificaciones.

Solucion DPPH: Se prepard una soluciéon de DPPH en metanol 200 uM fresca
para cada andlisis, siendo la concentracion en el tubo de reaccion final 50 puM.
Para ello se pes6 aproximadamente 3,94 mg de DPPH por adicion y se llevo a un

volumen final de 50 mL con metanol en matraz de aforo protegido de la luz.

Muestra: Se tom6 1 mL del extracto madre y se llevé a un volumen final de 100 mL
en matraz aforado con agua destilada. Se tomd 6 mL de muestra en un tubo de
ensayo envuelto en papel aluminio, se adicioné 2 mL de solucion DPPH 200uM y
se incub6 a 30°C por 20 min. Una vez finalizado este tiempo se midi6 la
absorbancia de las muestras a 517 nm en espectrofotdmetro UV-Vis realizando

todas las mediciones por duplicado.
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El resultado se expres6 como % de Inhibicion DPPH/100g de muestra en b.s.

segun la siguiente férmula:

% Inhibicién = A";ﬂ X 100

0

En donde:
Ao : Absorbancia del tubo de reacciéon sin muestra.
An, : Absorbancia del tubo con muestra.

Analisis Estadistico

Los valores experimentales obtenidos se presentan como Promedio = Desviacion

Estandar de todas las mediciones.

Se realiz6 el analisis de varianza ANOVA y el test no paramétrico de Wilcoxon con
un 95% de confianza para la comparacion entre los grupos. Las diferencias entre
los grupos analizados se determinaron aplicando el test de Tukey para ANOVA

para encontrar significancias estadisticas entre los grupos comparados.

Los datos se analizaron con el programa estadistico STATA 12.1.
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RESULTADOS

Recoleccidon y secado

Como resultado de la recolecciéon manual se obtuvo 547,8 g de hojas frescas las
que se secaron por medio del proceso de liofilizacion obteniéndose los

rendimientos por grupo que se resumen en la tabla N°4.

Tabla N°4: Rendimiento del proceso de secado por liofilizacion.

G | 364%00*°  11,32+0,4° 68,9+1,0° 31,1#1,0°
G 364%0,0° 10,5+0,2° 70,1+0,5% 28,9+0,5
R 37,0403 10,8+0,5° 70,8+1,2° 29,2+1,2°
 Rs | 363%02° 10,7+0,2° 70,4%0,5% 29,6+0,5°
" Rw | 3650,3° 11,3+0,2 69,1+0,2 30,9+0,2°

Valores con la misma letra en cada columna no presentan diferencias estadisticamente significativas segun
test ANOVA (P>0,05).

Determinacion de Polifenoles Totales

Los valores obtenidos para PFT presentados en la Tabla N°5 fueron calculados a
partir de la ecuacion de la recta obtenida a través de la curva de calibrado de

Acido Galico descrita en el Anexo 3.



Tabla N°5: Contenido de PFT para extracto acuoso e hidroalcoholico.

98,7 + 4,721

118,4 + 5,232

101,8 + 4,82¢%1 118,5 + 10,232
107,3 + 24,5391 130,5 + 21,72P2
110,8 + 2,94t 137,8 + 2,72

117,2 + 9,4>91 1525 + 5,3%2

Valores con la misma letra en cada columna no presentan diferencias estadisticamente significativas segin el
test ANOVA seguido del test de Tukey y el método no paramétrico de Wilcoxon (P>0,05). Valores con el
mismo numero en cada fila no presentan diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey y
el método no paramétrico de Wilcoxon (P>0,05).

Determinacién de Capacidad Antioxidante

- FRAP: Los valores obtenidos para FRAP presentados en la Tabla N°6 fueron
calculados a partir de la ecuacion de la recta obtenida a través de la curva de

calibrado de FeS04-6 H,O descrita en el Anexo 4.

Tabla N°6: Capacidad antioxidante FRAP para extracto acuoso e hidroalcohdlico.

2,08+0,12%2

1,70+ 0,123

1,69+0,16** 2,26+0,09%%2
1,72+0,34%¢1 2,20+0,48"92
1,88+0,16"¢* 2,39+0,1092
2,00+0,12"* 2,75+0,26°2

Valores con la misma letra en cada columna no presentan diferencias estadisticamente significativas segun el
test ANOVA seguido del test de Tukey y el método no paramétrico de Wilcoxon (P>0,05). Valores con el
mismo numero en cada fila no presentan diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey y
el método no paramétrico de Wilcoxon (P>0,05).



- DPPH: Los valores obtenidos para DPPH presentados en la Tabla N°7 fueron
calculados a partir de la formula para % Inhibicion DPPH descrita en la

metodologia de este trabajo.

Tabla N°7: Capacidad antioxidante DPPH para extracto acuoso e hidroalcohdlico.

33,442,081 41,9+10,3*2
37,1+1,4>1 43,044,822
37,6+4,9"* 48,0+5,0*2
38,3+1,3"! 49,5+2,0*2
53,2+1,1%* 55,0+2,1"2

Valores con la misma letra en cada columna no presentan diferencias estadisticamente significativas segun el
test ANOVA seguido del test de Tukey y el método no paramétrico de Wilcoxon (P>0,05). Valores con el
mismo numero en cada fila no presentan diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey y
el método no paramétrico de Wilcoxon (P>0,05).

Correlacion entre capacidad antioxidante y contenido de PFT y entre

capacidades antioxidantes

Los resultados obtenidos del Coeficiente de correlaciéon de Pearson (R?) para la
comparacion de CAOX (DPPH y FRAP) v/s Contenido fendlico y entre los distintos

métodos de CAOX se presentan en la Tabla N°8:
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Tabla N°8: Coeficiente de Pearson (R?) obtenido para las distintas comparaciones.
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DISCUSION

Recoleccidon y secado

En la tabla N°4 se observa el resultado del proceso de secado de las hojas de
matico por liofilizacion. En el proceso total se obtuvo un 29,9+1,0% de rendimiento
de material seco (163,94 g) con una pérdida de agua de 70,1+1,1%. Las
diferencias presentadas en el porcentaje de pérdida de agua para los distintos

grupos de trabajo no presentan significancias entre si (P>0,05).

El contenido de agua en drogas vegetales frescas varia entre un 60 y 80%. El
proceso de secado debe reducir este contenido a 0,5-12%. El secado del material
vegetal tiene una importancia fundamental para la conservacion por periodos
prolongados de las caracteristicas fisicas, quimicas y farmacoldgicas del vegetal,
puesto que al ser removidos de sus condiciones naturales, su equilibrio metabdlico
se altera promoviendo reacciones que producen pérdida de principios activos por
procesos tales como hidrélisis de compuestos activos, descomposicién
enzimatica, fotodegradacion de compuestos susceptibles, volatilizacion y

contaminacion por hongos y/o bacterias (Sharapin, 2000).

Al descender la cantidad de agua las enzimas detienen su actividad, quedando
inhibidas e interrumpiendo los procesos de degradacion, impidiendo asi el

crecimiento de microorganismos y las reacciones de oxidacion e hidrélisis, para
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finalmente conservar la planta y/o sus partes en condiciones 6ptimas (Sharapin,

2000; Alvarez y Martinez, 2004; Osorio, 2009).

La liofilizacion es el proceso que mas efectivo en reducir la cantidad de agua libre
contenida en los vegetales pasando esta directamente de sdlido a vapor por
sublimacion. Tiene como ventaja el reducir el riesgo de degradacion de los
compuestos termolabiles al no exponer el material vegetal a condiciones de calor,
preservando la estructura molecular de la planta. A pesar de ser una técnica

costosa y lenta, otorga una mayor calidad al producto final (Osorio, 2009).

Determinacién de PFT

El contenido fendlico de los extractos acuoso e hidroalcohdlico fue cuantificado
utilizando el método de Folin- Ciocalteu (Folin y Ciocalteu, 1927) descrito por ISO
14502-1 (2005) y su contenido se expres6 como mg GAE/100 g de muestra en

b.s.

Se realizd un control de material vegetal sin tratamiento de radiacion (Cs: grupo
control sin tratamiento y 5 dias de incubacién) en las condiciones descritas
anteriormente (20°C y 38-45% HR), incubado por 5 dias en oscuridad con la
finalidad de cuantificar el efecto del corte en la estimulacion del metabolismo
secundario de las hojas de matico, para asi evaluar el aporte adicional al
contenido fendlico total que produciria el efecto de la radiacion UV-B. Se
obtuvieron concentraciones de 101,8+4,8 mg GAE/100 g de muestra en b.s. para

el extracto acuoso y 118,5+10,2 mg GAE/100 g de muestra en b.s. para el extracto
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hidroalcohdlico en el contenido fendlico. A pesar que se observa claramente un
aumento en el contenido de fenoles con respecto al control Cy (grupo control sin
tratamiento y sin incubacion), este no resulta ser significativo (P>0,05). Con esto
podemos inferir que el mayor aporte al aumento del contenido fendlico estaria

dado por la exposicion de la hoja a radiacion UV-B.

Aunque no es significativo, el aumento mostrado en el grupo control Cs para
ambos extractos (acuoso e hidroalcohdlico), podria ser atribuido al estrés sufrido
al momento de arrancar la hoja del arbol, lo cual estimularia su metabolismo
secundario. Este mecanismo ha sido observado en otros estudios en donde de
igual forma se ha registrado un aumento en el contenido de fenoles totales en
frutas y vegetales incubados por periodos de hasta 8 dias (Du y cols., 2012;

Surjadinata y cols., 2012).

Estudios realizados por Bottino y cols. (2009) han encontrado que el contenido de
fenoles totales en hojas frescas enteras y cortadas de espinacas es estable
durante un tiempo de incubacién de 7 dias a 4°C, observandose un maximo en el
contenido de estos a las 72 h (3 dias) para la hoja entera, concluyendo ademas
que los flavonoides méas importantes en el vegetal no sufren cambios en el periodo

de almacenamiento de hojas enteras, pudiendo incrementarse significativamente.

En los resultados obtenidos en este estudio se observé un aumento significativo

(P<0,05) entre los grupos control Cp y Cs y los grupos irradiados Rs (grupo con
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tratamiento de 5 minutos e incubacion de 5 dias) y Rip (grupo con tratamiento de

10 minutos e incubacién de 5 dias) en el contenido PFT para el extracto acuoso.

Con respecto al tratamiento R; (grupo con tratamiento de 1 minuto e incubacién de
5 dias) también se evidencia un aumento que no resulta ser estadisticamente
significativo (P>0,05). Los porcentajes de aumento en el contenido de PFT
corresponden a un 3, 9, 12 y 19% para Cs, R;, Rs Yy Rjp respectivamente, con
respecto al grupo control Cy. Entre los grupos tratados con distintas dosis de
radiacion UV-B, se puede observar un aumento en el contenido de PFT en forma
proporcional al incremento de la dosis, no siendo este incremento

estadisticamente significativo (P>0,05).

Este patron similar se observd en el extracto hidroalcohdlico que presentdé un
aumento significativo (P<0,05) entre Co y Cs y los grupos Rs y Rip, los cuales
fueron expuestos a radiacion UV-B. La comparacion de los controles con R; no
resultd ser significativa (P>0,05). En relacion al grupo control Cy, los porcentajes
de incremento en el contenido de PFT corresponden a un 0, 10, 16 y 28% para Cs,
Ri1, Rs y Rip respectivamente. Para los grupos que recibieron distintas dosis de
radiacion, existe un aumento en el contenido de PFT con el incremento de la dosis
recibida, siendo este aumento estadisticamente significativo (P>0,05) sélo para

Rio.

De los resultados obtenidos se puede deducir que el tratamiento de exposicion a

radiacion UV-B al que han sido sometidas las hojas de matico tiene un claro efecto
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en el aumento del contenido de PFT. Este fendmeno ha sido ampliamente descrito
por otros autores, en donde se ha visto el incremento de compuestos fendlicos en
otros vegetales en respuesta al estrés bidtico o abidtico a los que se somete el
material vegetal (Dolzhenko y cols., 2010; Sales y col., 2010; Amodio y cols., 2014;

Takshak y Agrawal, 2014).

Esta estimulacion de la sintesis de metabolitos secundarios inducidos por
radiacion UV-B involucra cambios a nivel de la expresion génica, modulando la
actividad enzimatica, biosintesis y acumulacion de compuestos absorbedores de
radiacion en la epidermis de la hoja (Dolzhenko y cols., 2010; Amodio y cols.,
2014), con lo que se previene o disminuye dafio en proteinas, lipidos de
membrana, degradacion y cambios conformacionales en el ADN (formacion de
fotoproductos), alteraciones en la actividad fotosintética y crecimiento y morfologia
de las plantas (Holl6sy, 2002; Jansen y cols., 2008; Dolzhenko y cols., 2010; Sales
y col., 2010; Rai y cols., 2011; Du y cols., 2012). Estas respuestas son reguladas
por vias de sefializacién distintas, ya sea en respuesta a bajas (2-8 kJ/m?%dia) o
altas dosis UV-B (sobre los 8kJ/m?dia) (Du y cols., 2012; Bandurska y cols.,

2013).

La exposicion a la radiacion UV-B genera Especies Reactivas de Oxigeno (EROS)
como resultado del trastorno metabdlico y el deterioro del transporte electronico
fotosintético, que trae como consecuencia el incremento en la actividad de
NADPH-oxidasa y peroxidasa localizadas en la membrana. Con bajas dosis de

radiacion UV-B el control de los niveles de EROS esta regulado por vias de
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sefalizacion especificas que involucran a la proteina fotorreceptora UVR8 (UV
Resistance Locus 8) localizada en el citoplasma, que se trasloca rapidamente
hacia el nucleo para su activacion e interaccion con ubiquitina ligasa E3 COP1
(Constitutively Photomorphogenic 1). EI complejo UVR8/COP1 desencadena la
expresion de genes que codifican los factores de transcripcion HY5 (Elongated
Hypocotyl 5) y HYH (HY5 Homolog), los cuales son efectores “downstream” en
respuesta al bajo flujo de radiacion UV-B activando la expresion de genes que
codifican enzimas involucradas en la biosintesis de flavonoides y la defensa

antioxidante (Bandurska y cols., 2013; Jenkins, 2014).

Cuando las condiciones son de alta radiacion UV-B, este sistema se ve
sobrepasado generando la sobreproduccion de EROS, con el inminente dafio a
ADN, proteinas y a la integridad del aparato fotosintético vegetal. La respuesta de
la planta es regulada en estos casos por vias UVR8-dependientes y HY5/HYH-
independientes, que corresponden a la expresion de genes que no son especificos

para UV-B pero si para estrés general (Bandurska y cols., 2013).

Esta respuesta envuelve la activacibon de MAPKs (Mitogen-Activated Protein
Kinases) UVR8-independiente que se han reportado en trabajos realizados en
Arabidopsis thaliana como reguladores positivos de dafio celular inducido por UV-
B. El aumento de EROS en estas condiciones también estimula la sintesis de los
acidos salicilico, jasmonico y etileno, los cuales activan vias de respuesta de la

planta en defensa a UV-B o vias de transduccion de sefales para estrés general,
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iniciando la “up-regulation” de proteinas relacionadas a patogénesis y genes

ligados a senescencia (Bandurska y cols., 2013).

Entre las distintas dosis de radiacion UV-B a las que fueron expuestos los distintos
grupos existe un aumento del contenido de polifenoles totales que, aunque no es
significativo en todos los casos con respecto a los grupos control (P>0,05), es
proporcional al aumento de la dosis acumulada segun el tiempo total de
exposicion a la radiacion. Similares resultados describe Holloésy (2002) en
experimentos realizados en cultivos de callos de Lysimachia en el que, ante la
exposicion continua a radiacion UV-A o UV-B, el cultivo empieza a producir
flavonoides de manera tiempo-dependiente, alcanzando su maximo a las 72 horas
de exposicidn, posteriormente la re-adicion de UV-B o UV-A resulta en pequefios

incrementos en el contenido de flavonoides.

Estudios realizados por Martinez y cols. (2014) evidencian un incremento
cuantitativo en el contenido de flavonoles y cualitativo en el contenido de
antocianinas en piel de uvas como producto de la exposiciébn a dosis de 5,98
kd/m?/d y 9,66 kJ/m?/d de radiaciéon UV-B con tiempos de exposicién de 3 hy 4,85
h respectivamente. Se encontré ademas una correlacion positiva entre el aumento
de la dosis de radiacion UV-B y el incremento de flavonoles trisustituidos y

antocianinas.

La implicancia de los flavonoides en la respuesta a la radiacibn UV-B ha sido

informada por distintos investigadores y en variadas especies de plantas (Liu y
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cols., 1995; Cassi-Lit y cols., 1997; Casati y Walbot, 2003). Estos compuestos son
absorbedores de radiacion UV-B, acumulandose en vacuolas preferentemente de
la epidermis atenuando la penetracion de la radiacidon a capas de células mas
profundas sin interferir con la absorcion PAR (Cadwell y cols., 1983; Carrasco,
2009; Dolzhenko y cols., 2010; Du y cols., 2012; Amodio y cols., 2014; Martinez y

cols., 2014).

El método para la cuantificacion del contenido de polifenoles totales es
ampliamente utilizado, pero es inespecifico debido a la reaccién de reduccion que
puede ocurrir del complejo de &cido fosfotungstico-fosfomolibdico ante la
presencia de tirosina y triptéfano de otros compuestos no fenélicos en ambiente
alcalino, cuya estructura también presenta anillos bencénicos (Folin y Ciocalteu,
1927). A pesar de este hecho, este valor no se debe despreciar aunque no sea
absoluto, ya que puede ser una buena aproximacion del contenido real de la

muestra y un indicador de la capacidad antioxidante de esta (Bruneton, 2001).

Determinacién de Capacidad Antioxidante

- FRAP: Al utilizar el método FRAP no se encontraron diferencias significativas

(P>0,05) entre los grupos Co y Cs en los extractos acuoso e hidroalcohdlico.

Al comparar los grupos control Cy y Cs con aquellos que recibieron distintas dosis
de radiacion UV-B, se observa que el extracto acuoso no muestra diferencias
significativas con el grupo R; (P>0,05), si encontrandose significancias (P<0,05)

con los grupos Rs y Rip. Para el extracto hidroalcohdlico se encontraron
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diferencias entre el grupo control Cy y todos los grupos irradiados con UV-B (Ry,
Rs, Rio) (P<0,05) y para el grupo Cs solo con Rjp (P<0,05), no presentando
diferencias con los grupos R; y Rs (P>0,05). En la comparacién de los grupos que
fueron expuestos a las distintas dosis de radiacion UV-B no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre R; y Rs; y entre la comparacion de
los grupos Rs y Rjo para el extracto acuoso (P>0,05); entre los grupos R; ¥ Rip
existen diferencias significativas en la capacidad antioxidante evaluada con el

método FRAP (P<0,05).

En el extracto hidroalcohdlico no se observan diferencias entre los grupos R; y Rs

(P>0,05) pero si entre estos dos grupos con Rjg (P<0,05).

El aumento de los valores de CAOX con respecto al grupo control Coes de 0, 1, 11
y 18% para el extracto acuoso y de 9, 6, 15y 31% para el extracto hidroalcohdlico

los cuales corresponden a los grupos Cs, R1, Rsy Rio respectivamente.

En comparacién con resultados obtenidos por Wong y cols. (2006) al evaluar
capacidad antioxidante a través del método FRAP en plantas no expuestas a
radiacion UV-B tipicas de la medicina tradicional china, se obtienen valores mas
altos en CAOX para los extractos acuosos usando el mismo protocolo de
obtencién de extractos. Para el extracto hidroalcohdlico también se obtienen
mejores resultados, sin embargo, el protocolo de extraccion de los compuestos

difiere en condiciones tales como la mezcla de solventes utilizada
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(metanol:agua=8:2), temperatura (40°C) y tiempo de extraccion (24 h), estos

parametros podrian interferir en el rendimiento de compuestos obtenidos.

En los resultados obtenidos para los grupos tratados con distintas dosis de
radiacion UV-B, se evidencia un incremento en la capacidad antioxidante en
respuesta al aumento de la dosis utilizada. Similares resultados han encontrado
Alothman y cols. (2009) quienes han reportado un aumento en valores de
capacidad antioxidante evaluadas con el método FRAP en forma proporcional al
aumento del tiempo de exposicion a radiacion UV-C (0,10, 20 y 30 m) en frutos

como pifa, platanos y guava.

La metodologia FRAP fue desarrollado inicialmente para medir la habilidad
reductora del plasma, empleando un método colorimétrico ligado a una reaccién
de 6xido-reduccién (Redox), en donde el compuesto que es reducido (Fe*®) se
encuentra en exceso, por lo que el factor limitante de la reaccion es la habilidad
reductora de la muestra (Benzie y Strain, 1996), este ha sido adaptado para su
uso en la medicion de capacidad antioxidante en plantas y alimentos (Prior y cols.,

2005).

Este método tiene la caracteristica de ser indirecto, ya que mide la aparicién de un
nuevo compuesto coloreado. Asi, cuanto mas antioxidante es la sustancia objeto
de estudio, mayor es la reduccién de Fe**, mayor la concentracién de Fe™ y més

alta la sefal de absorbancia obtenida (Agudo, 2010).
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La técnica FRAP detecta compuestos con potenciales redox < 0,7 V (el potencial
redox de Fe™®/Fe*?), por lo que este método puede ser un buen ensayo para medir
la habilidad de compuestos de mantener el estado redox en células o tejidos (Prior

y cols., 2005).

Para favorecer la reduccion del complejo Fe™-TPTZ y la formacién de color los
antioxidantes deben actuar bajo las condiciones de reaccion dadas (pH: 3,6;
temperatura: 37°C) para asi mantener la solubilidad del hierro en el sistema (Prior
y cols., 2005; Agudo, 2010); la velocidad de formacion de productos debe ser
suficientemente rapida para que la reaccidon pueda ser completada en un ensayo
de tiempo corto (Ou y cols., 2002) y el antioxidante oxidado y otros productos de
reaccion secundarios no deben generar interferencias en la absorciéon de Fe**-

TPTZ a 593 nm (Ou y cols., 2002).

Las condiciones que se requieren son dificiles de obtener ya que cualquier
compuesto con un potencial menor a 0,77 V, no solo los polifenoles, podria reducir
el Fe*® y conducir a resultados falsamente elevados de FRAP (Ou y cols., 2002);
ademas no todos los antioxidantes reducen Fe** a una alta velocidad, algunos
compuestos fendlicos reaccionan mas lentamente y por lo tanto el poder reductor
no puede ser correctamente medido (Pulido y cols., 2000; Wright y cols., 2001; Ou
y cols., 2002; Prior y cols., 2005). Pulido y cols. (2000) examinaron polifenoles de
la dieta en medio acuoso y metandlico, encontrando que sustancias como los
acido cafeico, tanico, ferulico, ascorbico y quercetina, reaccionaban lentamente,

incrementando su absorbancia inclusive después de horas de reaccion.
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El mecanismo de reaccion del ensayo FRAP corresponde al tipo SET (Single
Electron Transfer) el cual mide la habilidad de un potencial antioxidante de

transferir un electrén para reducir otro compuesto, como se observa en la Figura

N°3:
X'+AH—X + AH"™ (1)
.t HEG . 4
AH —A +H0 (2)
X+ H,0™ —XH + H,0 (3)

Figura N°3: Mecanismo de reaccion SET (Prior y cols., 2005). (1) Transferencia
de electrones; (2) desprotonacion del radical cation y (3) formacion del

hidroperoéxido.

La reactividad del mecanismo SET est4d basada en la desprotonaciéon y el
potencial de ionizacion (IP) del grupo funcional reactivo, por tanto las reacciones
de este tipo son dependientes del pH, donde los valores de IP decrecen a bajos
valores de pH lo que incentiva la transferencia de electrones y aumenta el
potencial redox, reflejando una mayor capacidad donadora de electrones con la
desprotonacién. Estas reacciones son usualmente lentas y requieren largos

tiempos para llevarse a cabo (Prior y cols., 2005).
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- DPPH: Para esta prueba los resultados en el extracto acuoso muestran una
diferencia significativa en el aumento de CAOX entre el grupo Co y todos los
grupos que fueron expuestos a radiacion UV-B (Ri, Rs, Rip) (P<0,05) y también de
Co con respecto al grupo Cs (P<0,05). Se observa la misma tendencia para el
extracto hidroalcohdlico entre el grupo control Cy y los grupos irradiados con
distintas dosis de UV-B (Ri, Rs, Rio) en los que el aumento de CAOX es
significativo para los grupos estudiados (P<0,05). No sucede esto al comparar el
grupo control Cs, el que presenta un aumento en CAOX que no es significativo con
respecto a Cy (P>0,05).

En la comparacion entre los grupos que recibieron un tratamiento de radiacién UV-
B no existen diferencias significativas (P>0,05) entre R; y Rs, pero si de estos dos

grupos con Rjp en ambos tipos de extractos (P<0,05).

El porcentaje de incremento de la capacidad antioxidante para el ensayo DPPH
representa un 11, 13, 15 y 59% para Cs, R;, Rs y R respectivamente en el
extracto acuoso y para el extracto hidroalcohdlico corresponde a un 3, 15, 18 y
31% para Cs, R1, Rs y Rjg respectivamente en comparacion con el grupo control

Co.

El aumento en los valores de CAOX para todos los grupos en relacion al control
Co, ha sido descrito en forma similar por otros autores como por ejemplo Du y cols.
(2012) que observa un aumento en la capacidad antioxidante evaluados con esta
técnica en zanahorias expuestas a radiacion UV-B después de un periodo de

incubacion de 3 dias a 15°C.
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La decoloracion del radical DPPH es una técnica de determinacion directa en la
cual el radical previamente formado produce una sefial analitica. La adicion del
antioxidante, provoca una disminucién de la sefial debido a la disminucion de la
concentracion del radical que esta siendo apagado o inactivado producto de la

accion del compuesto con propiedades antioxidantes (Agudo, 2010).

El radical DPPH es caracterizado como estable ya que presenta un electron
desapareado el cual se deslocaliza sobre la molécula completa por resonancia,
posee un intenso color violeta con una fuerte banda de absorcion alrededor de 517
nm, que desaparece cuando una sustancia puede donar un H* o electron para

reducirlo (Kedare y Singh, 2011).

Este no necesita ser formado previamente y es el Unico en reaccionar con la
muestra en mezclas metanol/agua, solventes acuosos y organicos no polares,
pese a ser soluble s6lo en solventes organicos, lo que facilita la extraccién una
gama mas amplia de antioxidantes, ademas el andlisis de la capacidad
antioxidante por otros métodos puede estar limitada a aquellos compuestos

solubles en disolventes seleccionados (Kedare y Singh, 2011).

Puede ser usado en sistemas donde los antioxidantes débiles reaccionan en forma
lenta y también para evaluar antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Las condiciones
de temperatura en que se realiza el ensayo disminuye el riesgo de degradacion
térmica de las moléculas estudiadas. Es un método considerado rapido, facil de

implementar, economico y ampliamente usado para evaluar la actividad
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atrapadora a través del radical y la capacidad antioxidante total en una amplia

variedad de vegetales y alimentos (Kedare y Singh, 2011).

También este método posee limitaciones tales como la interferencia de otros
compuestos que pudieran existir en la muestra como los carotenoides, ya que
absorben en el mismo rango de longitud de onda (Prior y cols., 2005). También
existen otros inconvenientes como la inestabilidad del radical por sensibilidad a la
luz, al oxigeno y al pH, los cuales hacen que se degrade rapidamente y
sobreestime los resultados generando falsos positivos en las mediciones. El
impedimento estérico también es una limitante de la reaccion para la estructura del
antioxidante, ya que pequefias moléculas pueden tener mejor acceso al sitio
radical y tendran aparentemente mas capacidad antioxidante en este ensayo, asi
como moléculas de mayor tamafio veran su capacidad antioxidante subvalorada
(Prior y cols., 2005; Sharma y cols., 2009; Kedare y Singh, 2011). Al ser es soluble
en solventes organicos (etanol, metanol), algunos de los compuestos presentes en
la mezcla de reaccion con caracter hidrofilico no lograrian su mayor actividad

(Prior y cols., 2005; Sharma y cols., 2009).

Se debe tener en cuenta que el rango de exactitud de las mediciones realizadas
con este ensayo es estrecho para las mediciones espectrofotométricas por lo que

este debe ser determinado antes del ensayo (Sharmay cols., 2009),

DPPH es comunmente clasificado como una reaccion con un mecanismo tipo SET,

pero también este radical puede ser neutralizado ya sea por reduccion directa a
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través de transferencia de electrones o por neutralizacion de las moléculas
radicales a través de la donacion de H* (HAT: Hidrogen Atom Transfer) (Prior y

cols., 2005).

Este segundo tipo de mecanismo de la reaccion denominado HAT mide la
habilidad de inactivar radicales libres por donacion de H*, en donde AH es

cualquier donador de H*, como se aprecia en la figura N°4:

X+AH—=XH+A

Figura N°4: Mecanismo de reaccion HAT (Prior y cols., 2005).

Este tipo de reacciones son independientes del pH y del solvente utilizado y son

usualmente rapidas, completandose en segundos a minutos.

Las caracteristicas ideales que deben reunir los métodos para medir capacidad
antioxidante son: sencillez, rapidez, mecanismo quimico definido y punto final fijo,
reproducibilidad, adaptabilidad a sustancias antioxidantes hidrofilicas y lipofilicas,
no implicar un costo elevado de implementacion, instrumentacion de facil acceso y
un elevado rendimiento del analisis (Prior y cols., 2005; Mosquera y cols., 2007;

Agudo, 2010, Kedare y Singh, 2011).

Las diferencias entre los ensayos utilizados en este estudio pueden ser atribuidas
principalmente a estos factores y condiciones que caracterizan los métodos para
la determinacion de la capacidad antioxidante. Ademas, los antioxidantes para

ejercer su accion de forma 6ptima, son dependientes de la polaridad del medio,
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temperatura, tipo de sustrato, condiciones de oxidacion, estado fisico del sistema 'y
la presencia de otros compuestos que puedan tener interacciones con las

moléculas estudiadas (Prior y cols., 2005; Agudo, 2010).

Para estos dos métodos ambos mecanismos pueden ocurrir simultaneamente,
pero el mecanismo dominante en el sistema serd dado principalmente por la
estructura del antioxidante y sus propiedades, la solubilidad, coeficiente de

particion y solvente (Prior y cols., 2005).

Las propiedades antioxidantes intrinsecas que provee un compuesto fendlico se
originan en su capacidad para ceder un protdbn o electrén. Los compuestos
fendlicos tienen la habilidad de inactivar radicales ya que contienen grupos
hidroxilos en su estructura, los cuales pueden donan protones o electrones a los
radicales, transformandose ellos a su vez en radicales fenoxi mas estables que el

radical inicial (Aksoy y cols., 2013).

En los compuestos fendlicos, la Entalpia de Disociacion de Enlace (Bond
Dissociation Entalpy: BDE) y el potencial de ionizacion (IP) son los principales
factores que determinaran el mecanismo y la eficacia antioxidante. La influencia
de BDE en la eficacia del antioxidante esta dada segun la fuerza del enlace O-H,
si este es mas débil (menor BDE), méas rapida sera su reaccién con los radicales
libres (Wright y cols., 2001; Hoelz y cols., 2010). El potencial de ionizacion es
definido como la energia minima requerida para remover un electron de una

molécula pura o atomo en fase gaseosa, cuando este parametro disminuye en
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funcién del aumento de pH, el antioxidante cede el electron formandose un radical
cationico como se observa en la ecuacion (1) de la Fig. N°3, generandose luego
una rapida desprotonacion reversible en solucion formandose un hidroperéxido
(ver ecuacion (2) y (3) de la Fig. N°3), siendo este parametro fuertemente

dependiente del pH (Wright y cols., 2001; Prior y cols., 2005; Hoelz y cols., 2010).

Para los extractos obtenidos se observa claramente un rendimiento
significativamente mayor (P<0,05) en la extraccion hidroalcoholica para todos los
andlisis realizados (PFT, FRAP, DPPH), esto podria sugerir segun Bruneton (2001)
que en el extracto hidroalcohdlico podria haber un mayor contenido de
compuestos como por ejemplo flavonoides con mayor afinidad por la mezcla
hidroalcohdlica, que cumplirian un rol protector antioxidante en plantas (McClure,

1975; Pourcel y cols., 2006; Falcone y cols., 2012).

Correlacion entre capacidad antioxidante y contenido de PFT vy entre

Capacidades Antioxidantes

La correlacion, también denominada Capacidad Antioxidante Especifica (CAOX
especifica), corresponde a la razon entre la capacidad antioxidante y los fenoles
totales solubles. Este parametro se utiliza para determinar la contribucion de los
polifenoles presentes en la muestra a la capacidad antioxidante de esta por medio
de la obtencién del Coeficiente de correlacién de Pearson (R?), estimando la
capacidad para inhibir o neutralizar EROS de la mezcla fendlica (Jacobo-

Velazquez y Cisneros-Zevallos, 2009).
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Los resultados obtenidos para CAOX especifica se resumen en la Tabla N°8, en la
cual se observan las comparaciones realizadas entre los analisis para medir
capacidad antioxidante (DPPH y FRAP) v/s contenido de fenoles totales (PFT) y
entre los dos ensayos de capacidad antioxidante (DPPH v/s FRAP) realizados

para los dos extractos obtenidos (acuoso e hidroalcohdlico).

En la correlacién de DPPH v/s PFT (% Inhibicion DPPH/mg GAE), se obtuvo para
el extracto acuoso un valor de R? correspondiente a 0,7089 y para el extracto
hidroalcohdlico el valor obtenido fue de 0,9538. Ambos resultados muestran
claramente que el aumento de la intensidad del estrés inducido por la radiacion
UV-B estimularia la sintesis de compuestos fendlicos que aportarian a la defensa
antioxidante de la planta. En este caso, la mejor correlacion obtenida es la
correspondiente al solvente metanol:agua (70:30), en donde la extraccién de
compuestos fendlicos podria estar generando una mezcla mas eficiente en la

inhibicion de EROS.

En la correlacién para FRAP v/s PFT (moles FeSO./mg GAE), el R? obtenido para
el extracto acuoso corresponde a 0,8335 y para el extracto hidroalcohdlico se
obtuvo un R? de 0,8182. Estos valores indican que existe un aumento en el
contenido de fenoles que se relaciona con el aumento de la capacidad reductora
gue evalia este método para ambos extractos. No existe una diferencia
importante en la comparacién de los R? entre los dos tipos de extractos, con esto
podemos deducir que los polifenoles extraidos por la mezcla metanol:agua (70:30)

no aportan significativamente al aumento de las propiedades reductoras de la
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mezcla dadas por los compuestos fendlicos solubles en el extracto acuoso, siendo

estos ultimos los mayores contributores a la capacidad reductora de la muestra.

Se encuentran altos coeficientes de correlacion en los valores de DPPH v/s FRAP,
sin embargo estos son idénticos a los obtenidos en la correlacion de DPPH v/s
PFT en ambos extractos. Esto podria ser explicado a través del analisis de las
pendientes obtenidas por medio de la ecuacion de la recta de las graficas DPPH
v/s PFT y FRAP v/s PFT para ambos extractos (ver Anexo N°5, 6 y 7). En ambos
extractos los valores de las pendientes obtenidas para DPPH son elevadas (4,08 y
3,27 para el extracto acuoso e hidroalcohdlico respectivamente), esto quiere decir
que el pequefio incremento en el contenido de fenoles en respuesta a la radiacién
UV-B, produce la sintesis de compuestos fendlicos con mecanismo principalmente

donador de H*.

En la grafica FRAP v/s PFT las pendientes obtenidas corresponden a 0,079 y
0,147 para los extractos acuoso e hidroalcohélico respectivamente, esto quiere
decir que la mezcla de compuestos fendlicos con capacidad reductora
(mecanismo SET) no es alta y no implica un aporte importante o significativo a la
eficiencia antioxidante del sistema, ya que su pendiente es pequefia en
comparacion con la correspondiente al ensayo DPPH. Con esta observacion, y a
pesar de que ambos mecanismos coexisten en la mezcla fendlica, se podria decir
gue el mecanismo predominante se basaria principalmente en reacciones tipo HAT

(Hidrogen Atom Transfer).
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Un vegetal con un mayor contenido de compuestos fendlicos totales podria
presentar una mayor actividad antioxidante, sin embargo esto no siempre ocurre.
La capacidad antioxidante de una planta no sélo se debe al aumento de
compuestos fendlicos, sino a otros factores tanto cuali como cuantitativos, como
puede ser la presencia de otro tipo de metabolitos antioxidantes no fendlicos, una
actividad pro-oxidativa que se contrapone al potencial antioxidante y la presencia
de una mezcla no adecuada de compuestos fendlicos (Gutiérrez, 2008; Jacobo-

Veladzquez y Cisneros-Zevallos, 2009; Shen y cols., 2013).

No se han encontrado en la literatura otros estudios que apoyen o complementen
los resultados obtenidos en cuanto al efecto de la radiacion UV u otro tipo de
estrés en la estimulacion de la biosintesis de compuestos fendlicos para Buddleja

globosa Hope.

Las publicaciones mas recientes para esta planta dan cuenta de estudios
realizados por Letelier y cols. (2008), en el cual se determind el contenido de
polifenoles totales e inhibicién del radical DPPH en extractos hidroalcohdlicos
estandarizados (Extracto 1: 1 g de hojas rinde 3,8 mL de extracto, Densidad: 0,916
g/mL, Grado Alcohdlico: 59° GL; Extracto 2: 1 g de hojas rinde 7,18 mL de
extracto, Densidad: 0,935 g/mL, Grado Alcohdlico: 50° GL),también se realizaron
ensayos de peroxidacion de lipidica microsomal, consumo de O, inducido por
Cu*?/ascorbato y contenido de tioles microsomales. En otro estudio realizado se
midio el perfil de seguridad via oral para extractos hidroalcoholicos estandarizados

(Letelier y cols., 2012).
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Backhouse y cols. (2008b) realizaron estudios de actividad antioxidante con los
meétodos xantino-oxidasa y DPPH, peroxidacion en eritrocitos y ensayos in vivo de
actividad analgésica (Test de Writhing) y antiinflamatoria (edema inducido en oreja
y pie) en extractos metandlicos matico y otros obtenidos por extraccion secuencial

con solventes de polaridad creciente (n-hexano, diclorometano (DCM) y metanol).

Otro estudio también realizado por Backhouse y cols. (2008a) caracterizo
propiedades farmacoldgicas in vivo tales como analgesia (Test de Wrigthing,
Ensayo Tail Flick via oral y topica, Test de la formalina y actividad antiinflamatoria
topica) para componentes de matico tales como verbascosido y 7-O-luteolin-

glicosido, purificados desde extractos etandlicos y metandlicos respectivamente.

Un estudio realizado por Vogel y cols. (2010) evalu6 el contenido fendlico,
peroxidacion de lipidos microsomales y contenido de tioles microsomales en
extractos hidroalcohdlicos estandarizados de hojas de matico de distintas
procedencias con el fin de buscar diferencias en las propiedades antioxidantes.
Ademas se evaluaron condiciones estacionales, estrés hidrico y secado de hojas y

su efecto sobre estos parametros.

La aplicacion de radiacion UV-B puede proporcionar importantes beneficios al
mejorar las propiedades nutracéuticas de los alimentos y hierbas medicinales a los
cuales se les aplica, ya que cumple un rol en los procesos metabdlicos que
estimulan la biosintesis y aportan al incremento del contenido de compuestos

bioactivos con propiedades benéficas tales como fenoles y flavonoides (Alothman
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y cols., 2009; Castagna y cols., 2013). Esta nueva tecnologia podria ser explotada
en el procesamiento de alimentos a nivel industrial para el aumento de las

propiedades saludables asociadas a estos.

Otras aplicaciones de esta tecnologia tienen relacion con la seguridad microbiana,
afectando la tasa de crecimiento de microorganismos por dafio directo a su
material genético y alterando la composicion quimica de la planta al estimular los
mecanismos de defensa (como por ejemplo la sintesis de fitoalexinas), haciéndola
mas resistente al ataque de distintos patdégenos y evitando la propagacion de
enfermedades transmitidas por alimentos en la poblaciéon (Alothman y cols., 2009;

Carrasco, 2009; Castagna y cols., 2013).

Ademas del efecto sobre la carga microbiana que podria ayudar a la inocuidad,
también se inactivan enzimas relacionadas a procesos de maduracion y
senescencia, conservandose asi durante mas tiempo y retrasando o impidiendo
que se produzcan condiciones no deseadas tales con el deterioro y el sabor y

palatabilidad (Rivera-Pastranay cols., 2007; Rossi y cols., 2009).

Segun Cisneros-Zevallos (2003), hay una busqueda en los consumidores de
productos de calidad con altos niveles nutracéuticos para el beneficio de la salud.
La radiacion UV-B podria ser una buena alternativa tecnoldgica para garantizar el
mantenimiento de la calidad en alimentos y hierbas medicinales, reduciendo los

microorganismos potencialmente patdgenos, prolongando su vida util y aumentado
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el contenido de compuestos beneficiosos (Du y cols., 2012), ademas de presentar

un bajo costo y facil aplicaciéon (Rivera-Pastranay cols., 2007).

Para una correcta aplicacion de esta tecnologia se hacen necesarios estudios mas
profundos de los beneficios que aporta versus potenciales efectos negativos que
pudiese tener el uso de radiacion UV-B en la generacion de compuestos no
deseados, esto con el fin de asegurar la inocuidad y la mantencion de las
caracteristicas organolépticas y nutricionales deseadas evitando cambios en la

calidad (Cisneros-Zevallos, 2003; Rossi y cols., 2009).
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CONCLUSIONES

- La radiacion UV-B aplicada a hojas frescas de Buddleja globosa Hope produce
un aumento en el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante, siendo

este efecto proporcional al incremento de la dosis de radiacion utilizada.

- Existe una correlacién positiva entre el aumento en la capacidad antioxidante
evaluada por DPPH y FRAP vy el aumento del contenido fendlico total, indicando
gue el incremento en la intensidad de la radiacion UV-B estimularia la sintesis de

compuestos fendlicos que aportan a la defensa antioxidante de la planta.

- El analisis de la pendiente obtenida de las graficas DPPH v/s PFT y FRAP v/s
PFT determinan que la respuesta antioxidante de ambos extractos se deberia
principalmente a un mecanismo inhibidor de radicales libres a través de la

donacion de H* (HAT).

- La exposicién de las hojas de matico a radiaciéon UV-B induciria cambios en la
expresion geénica, actividad enziméatica, biosintesis y acumulacién de compuestos
en la epidermis de la hoja, principalmente flavonoides. Se requieren méas estudios

para avalar estos mecanismos de respuesta.

- Se observo un rendimiento significativamente mayor (P<0,05) en la extraccion

hidroalcoholica para todos los andlisis realizados (PFT, FRAP, DPPH). Se
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necesitan la realizacion de estudios para evaluar la influencia del solvente en la

extraccion de fenoles y en la capacidad antioxidante de las hojas de matico.

- La aplicacién de radiacion UV-B a hojas frescas de Buddleja globosa Hope
podria ser considerada una alternativa tecnologica para la reduccion de
microorganismos patdégenos, prolongar la vida util de este producto y mejorar sus
propiedades benéficas pudiendo extenderse esta aplicacion a otras hierbas
medicinales de uso tradicional. Se requieren estudios para reducir los posibles

riesgos y mantener los beneficios que podria otorgar esta tecnologia.
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ANEXO 1

Figura N°5: Hojas de Buddleja globosa Hope.
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Figura N°6: Inflorescencia de Buddleja globosa Hope.
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Figura N°7: Arbol de Buddleja globosa Hope.



ANEXO 2

Figura N°8: Lugar geografico de recoleccién de hojas de B. globosa Hope.
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ANEXO 3

Curva de calibrado Acido Galico

Tabla N°9: Concentracion v/s Absorbancia para Acido Galico.

(Concentracion inicial: 1,007 mg/mL).

20,14 0,293
30,21 0,404
40,28 0,494
50,35 0,620
60,42 0,718
70,49 0,826

Grafica N°1: Curva de calibrado Acido Galico.
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ANEXO 4

Curva de calibrado FeSOy.

Tabla N°10: Concentracion v/s Absorbancia para FeSO,.

(Concentracion inicial: 1,988 mM).

.1 01988 0,235
2 03976 0,329
8 | 0594 0,433
4 | 07952 0,531
5 | 09940 0,628
6 11928 0,732
7 | 13916 0,859

Gréafica N°2: Curva de calibrado FeSO,.
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ANEXO 5

Analisis DPPH V/S PFT

Gréfica N°3: Analisis correlacion DPPH v/s PFT para extracto acuoso.
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Grafica N°4: Andlisis correlacion DPPH v/s PFT para extracto hidroalcohdlico.
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ANEXO 6

Analisis FRAP VIS PET

Gréfica N°5: Analisis correlacion FRAP v/s PFT para extracto acuoso.
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Gréafica N°6: Analisis correlacion FRAP v/s PFT para extracto hidroalcohdlico.
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Analisis DPPH V/S FRAP

Gréafica N°7: Analisis correlacion DPPH v/s FRAP para extracto acuoso.
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Andlisis correlacion DPPH v/s FRAP para extracto hidroalcohdélico.
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