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RESUMEN

La Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. conocida como Churco o Cafa
Agria es una planta de la familia Melastomataceae que crece entre maleza o en
bosques mixtos, distribuidas en los tropicos y subtropicos. En Ecuador son
utilizadas principalmente para el consumo de sus tallos agrios para el tratamiento
de afecciones en la garganta, infecciones urinarias, disenteria o para calmar la
sed. A pesar de que se transmite de generacidén en generacion la informacion de
las propiedades de la Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. no es menos cierto
gue los estudios se han limitado al area de la actividad antimicrobiana, se torna
necesario complementar los mismos con la evaluacion de su contenido de
polifenoles totales y su actividad antioxidante en los extractos acuosos y
etandlico. La especie silvestre fue recolectada durante los meses de marzo a
mayo del 2019 en el cantdn Ponce Enriquez de la Provincia del Azuay, y de ésta
se trabaj6 con los tallos, los cuales se sometieron a pruebas de Folin-Ciocalteu
y se obtuvo como resultado en Polifenoles Totales en extracto etandlico: 0,163%
y el extracto acuoso: 0,65%. La Actividad Antioxidante se determiné por DPPH y
el resultado en extracto etandlico fue de 1666.80 mg/100g y en extracto acuoso:
1136.50 mg/100g.

Palabras clave: Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don, Polifenoles Totales,

Actividad Antioxidante
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SUMMARY

The Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. known as Churco or Cafia Agria
Is a plant of the family Melastomataceae that grows between weeds or in mixed
forests, distributed in the tropics and subtropics. In Ecuador they are used mainly
for the consumption of their sour stems for the treatment of affections in the
throat, urinary infections, dysentery or to quench thirst. Although the information
on the properties of the Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don is transmitted from
generation to generation. ex D. Don. It is also true that studies have been limited
to the area of antimicrobial activity, it becomes necessary to complement them
with the evaluation of their total polyphenol content and their antioxidant activity
in aqueous and ethanolic extracts. The wild species was collected during the
months of March to May of 2019 in the canton Ponce Enriquez of the Province of
Azuay, and from this one worked with the stems, which were subjected to tests
of Folin-Ciocalteu and obtained as a result in Total polyphenols in ethanolic
extract: 0.163% and the aqueous extract: 0.65%. The Antioxidant Activity was
determined by DPPH and the result in ethanolic extract was 1666.80 mg/100g and
in agueous extract: 1136.50 mg/100g.

Keywords: Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don, Total Polyphenols,

Antioxidant Activity.



INTRODUCCION

La cafa agria, churco o chulco es una planta utilizada por pobladores en la
frontera de la provincia del Azuay con la del Guayas, crece en las regiones
andinas en las cordilleras cerca de los rios, Arthrostemma ciliatum Pav. ex D.
Don. ,fue recolectada en el canton Ponce Enriquez a 43 msnm, también se la
encuentra hasta 1.500 msnm aproximadamente, prospera entre maleza o en
bosques mixtos, frecuentemente en bosques de pino como maleza de
crecimiento secundario, también en las riveras de los rios de la region donde es

utilizada como medicina ancestral y consumida por su sabor acido.

La Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. no ha sido estudiada en Ecuador,y en lo
referente a su contenido de Polifenoles Totales y efecto en la Actividad
Antioxidante, el presente trabajo de investigacion es pionero. Sin embargo, en
un estudio realizado en Loja de la misma especie, (Montalvo, 2011) determiné
su actividad antimicrobiana en extracto etanolico en bacterias Gram negativas,
por el uso medicinal de la misma principalmente por su tallo, La escasa
informacion de esta planta provoca que se comparen los resultados con estudios

realizados en su familia.

En la sierra ecuatoriana la poblacion local la utiliza como alimento por su
sabor, en decoccién como diurético, se tritura el tallo para extraer la sabia y la
beben directamente o la mezclan con agua para afectaciones para la garganta,
estos son los motivos por lo que se debe estudiar esta especie vegetal que
pertenece a la familia de las Melastomataceae, familia de plantas ampliamente
distribuidas por Latino América y ciertas partes de Europa y Asia, muchos de sus
géneros son estudiados por su actividad biol6gica, empezando con polifenoles

totales seguido de la actividad antioxidante.



Los polifenoles son metabolitos secundarios de las especies vegetales, su
importancia biologica radica en diferentes actividades farmacoldgicas una de
ellas es la capacidad de captar radicales libres también llamada actividad
antioxidante, es decir, cada célula esta formada por moléculas y los atomos en
su nucleo estan rodeados por electrones con carga negativa, Los electrones se
encuentran orbitando los atomos creando el equilibrio. Cuando se pierde el
equilibrio porque uno o varios de sus electrones quedan despareados se generan
Radicales Libres que son moléculas inestables que perdieron 1 o varios

electrones y son altamente reactivos, formando el estrés oxidativo.

Todos los alimentos de origen vegetal contienen antioxidantes, en mayor o
menor concentracion y su respectiva actividad; la Arthrostemma ciliatum Pav. ex
D., no es la excepcion, el uso ancestral de esta planta en distintas dolencias ha
permitido su evaluacion antimicrobiana, sin embargo la escasa informacion
guimica y farmacognostica de este género evidencia la necesidad de
complementar los estudios de su composicién quimica determinando su

contenido de polifenoles totales y su actividad antioxidante.

Se recolectd la muestra silvestre al pie de una de las montafias que se
encuentran en el area limitrofe entre cantén Balao y cantén Ponce Enriquez
cerca del rio balao, se Certificé la planta en el Herbario Guay de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil, luego se procedié a la
determinacién de parametros fisico-quimico de Humedad y Cenizas totales. A
continuacion fueron preparados los extractos acuosos y etanélico y se determiné
Polifenoles Totales por el método de Folin Ciocalteu y la Actividad Antioxidante
por DPPH.

Los resultados obtenidos en el presente estudio para polifenoles totales
fueron mas altos en extracto acuoso con su actividad antioxidante al ser mas
alto que en extracto etanolico, esto puede deberse a la presencia de moléculas

gue aumentan esta actividad que no son solubles en etandlico.



I.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los radicales libres son atomos que tienen un electron desapareado, lo que
los hace muy reactivos, pues tienden a captar un electron de otros atomos con
el fin de alcanzar la estabilidad electroquimica y son capaces de iniciar una
reaccién en cadena, debido a que no poseen un receptor especifico, desarrollan
la capacidad de generar agresion indiscriminada sobre células y tejidos vivientes
en su afan de atrapar al electron que les falta. Cuando se presenta la produccién
excesiva de radicales libres se manifiestan lesiones debido a las reacciones que
se dan entre oxidantes, antioxidantes, lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN en

las células (Hernandez, Reyes, Martinez, Lopez, & Lazalde, 2018).

El estrés oxidativo se ha relacionado con una amplia variedad de procesos
degenerativos y enfermedades, entre los cuales estan: mutaciones
(transformacién  celular 'y cancer), arteriosclerosis, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades cronicas inflamatorias (artritis, lupus), estrés
oxidativo ocular (cataratas), alteraciones del Sistema Nervioso Central
(esclerosis lateral amiotréfica—ELA-, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Alzheimer). Es preciso aclarar que en el proceso de envejecimiento natural es
la presencia de desbalance celular propiciando la aparicion de estrés oxidativo
lo que favorece diversas enfermedades e incluso los rasgos caracteristicos de la
edad avanzada (Hernandez, Reyes, Martinez, Lopez, & Lazalde, 2018).

En efecto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que la ingesta
insuficiente de frutas y verduras causa en todo el mundo aproximadamente un
19% de los canceres gastrointestinales, un 31% de las cardiopatias isquémicas
y un 11% de los accidentes vasculares cerebrales. Aproximadamente un 85%
de la carga mundial de morbilidad atribuible al escaso consumo de frutas y
verduras se debio a las enfermedades cardiovasculares, y un 15% al cancer en
otras palabras. Cada afio podrian salvarse hasta 1,7 millones de vidas si hubiera
un consumo mundial suficiente (OMS, 2019).



La longevidad parece aumentar en concordancia con los niveles de
antioxidantes en la dieta y con una reduccion calorica; o que puede propiciar
una menor degradacién de las mitocondrias, del metabolismo celular y del
consumo de oxigeno. Se ha observado una disminucion de antioxidantes (como
el glutation) durante el proceso normal de envejecimiento, sobre todo en la
sangre y algunos 6rganos, tanto en animales como en humanos. Estos cambios
degenerativos del sistema inmune pueden conducir a la formacion de cataratas,
inicios de Alzheimer, Parkinson o problemas cardiovasculares (Coronado, Vega,
Gutiérrez, Vazquez, & Radilla, 2015).

En la sierra ecuatoriana una de las plantas que se usa para tratar malestares,
afectaciones o simplemente como un alimento silvestre para mitigar sed o
adquirir nutrientes necesarios para una vida saludable y se cree que es muy
beneficiosa porque al consumirla esta poblacidén siente mejoria a su afectacion,
se llama Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. crece entre maleza o en bosques
mixtos, la planta apenas se utiliza como diurético y antiséptico urinario, se
mastican 3 tallos de 20 cm diariamente por 5 dias, bebiendo el liquido que
despiden, sus flores largas son bastante atractivas es por eso que en el Salvador
llaman a la planta “Jazmin montés”, en Guatemala la llaman nitro porque su savia
tiene sabor &cido, es por eso que los agricultores mascan el tallo de la planta y
se refrescan (Montalvo, 2011).

A pesar de que se transmite de generacién en generacion la informacion de
las propiedades de la Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don., no es menos cierto
gue los estudios se han limitado al area de la actividad antimicrobiana, se torna
necesario complementar los mismos con la evaluacion de su contenido de

polifenoles totales y su actividad antioxidante.



l.1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

De gué manera incide la concentracion de Polifenoles Totales del tallo de

Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. en su actividad antioxidante.

1.2. JUSTIFICACION

El estudio de la capacidad antioxidante de muchas especies vegetales ha
crecido en las Ultimas décadas ya que un namero importante de productos
obtenidos de éstas como los aceites esenciales, alcaloides y los polifenoles
poseen efectos antioxidantes, estos son compuestos que pueden inhibir o
retardar la oxidacion de otras moléculas inhabilitando la iniciacién y/o
propagacion de las reacciones en cadena de los radicales libres (Coronado,

Vega, Gutiérrez, Vazquez, & Radilla, 2015).

Los antioxidantes pueden neutralizar el exceso de radicales libres durante la
actividad oxidativa, propia del organismo. La produccion de radicales libres, un
evento natural, es regulado por diferentes rutas metabdlicas, porque representan
la primera linea de defensa de los seres vivos (Coronado, Vega, Gutiérrez,
Vazquez, & Radilla, 2015).

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte de los alimentos
de consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de especies
reactivas sobre las funciones fisiolégicas normales de los humanos en cuanto a
los efectos de los radicales libres. Un radical libre es aquella figura quimica que
tiene en su estructura uno o mas electrones no apareados, los alimentos
vegetales aportan diferentes elementos antioxidantes que junto a otros
fitoquimicos han demostrado reducir el desarrollo de determinadas
enfermedades degenerativas, Por ello es necesario conocer las diferencias de
dicho contenido en los alimentos y sus partes, asi como su variacion tras los

procesos de preparacién previos al consumo (Guevara & Ibafiez, 2018).



Uno de los metabolitos presentes en todas las especies vegetales, son los
polifenoles que consisten en metabolitos secundarios que tienen acciones
farmacoldgicas, como ser la de tener propiedades antioxidantes. Estos
compuestos también presentan efectos vasodilatadores, son capaces ademas
de mejorar el perfil lipidico y atentan la oxidacién de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) es por esto que los polifenoles son un conjunto heterogéneo de
moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios
grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas; se encuentran en
muchas plantas, algunas de uso comudn y por sus propiedades antioxidantes

merecen mayor atencion (Valencia, y otros, 2016).

Por otro lado la creciente aceptacion de la dieta como terapia preventiva y de
la medicina verde como alternativa, estd acompafiada de muchas ideas
erroneas, una de las mas frecuentes es atribuirles a las vitaminas todos los
beneficios de los vegetales y el desconocimiento (y en consecuencia la falta de
estimulo para su estudio) de otros agentes presentes en ellas que contribuyen
con un amplio espectro de propiedades a la prevencion de ciertas enfermedades,

un ejemplo de estos son los Polifenoles (Valencia, y otros, 2016).

La especie Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. , ha sido usada en medicina
ancestral para estimular la secrecion de saliva y para mitigar la sed. Por su sabor
citrico se lo usa como alimento cotidiano sin fines beneficiosos por eso en
algunas partes de Centroamérica, la decoccion de esta planta se usa mucho
como diurético, depurativo y a manera de refresco, la planta machacada se utiliza
como descongestionante (Montalvo, 2011).



Es indispensable evaluar la presencia y concentracion de Polifenoles Totales
y su Actividad Antioxidante en plantas de nuestro pais y asi poder darle una
utilidad futura, para estar acordes a los ODM (Objetivos del Milenio) que fueron
planteados del afio 2000 al 2015 de los cuales derivan los ODS (Objetivo de
Desarrollo Sostenible) que han sido proyectados desde el 2015 al 2030 (ONU,
2000).

El objetivo nimero 3 de los ODS trata acerca del Bienestar y Salud y tiene
como fin disminuir la mortalidad y las enfermedades sobre todo en nifios y
mujeres embarazadas; sin embargo, en la actualidad la poblaciéon consume
muchos alimentos procesados que contienen compuestos quimicos, muchos de
ellos toxicos, estos sirven para el acabado y estabilidad del producto pero no

representan ningun aporte nutricional (Sanchez, 2013).

Maldonado y cols. en su estudio acerca de los Radicales libres y su papel en
las enfermedades demostraron que mantener una vida basada en el consumo
mayoritariamente de alimentos procesados es muy poco saludable, esto puede
llevar a ciertas afecciones como procesos reumaticos, patologias de tipo
gastroentéricas, renales, neurologicas, enddcrinas, broncopulmonares, entre
muchas otras; las mas destacadas son las cardiopatias, cancer y un sin fin de
patologias que se pueden evitar con alimentos naturales, los antioxidantes son
la primera linea de defensa de nuestro cuerpo para evitar la oxidaciéon de las
células, una alteraciébn de sus funciones pueden llevar a una cadena de
reacciones negativas que afectan el bienestar y equilibrio de nuestro sistema
(Maldonado, Jiménez, Guapillo, & Ceballos, 2010).

Por lo anteriormente expuesto, el presente trabajo de investigacion busca
evaluar la concentracion de polifenoles totales y su relaciéon con la actividad

antioxidante en la Arthrostemma ciliatum Pav. Ex D. Don.



1.3 HIPOTESIS

e El extracto acuoso del tallo de la Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.
presenta mayor concentracion de Polifenoles Totales y mayor Actividad

Antioxidante que el extracto etandlico.

[.4. OBJETIVOS

[.4.1. OBJETIVO GENERAL

e Establecer la concentracion de polifenoles totales y actividad antioxidante
en los extractos acuosos y etandlico en Cafa Agria Arthrostemma ciliatum Pav.

ex D. Don.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar los extractos acuoso y etanolico de cafia agria Arthrostemma
ciliatum Pav. ex D. Don.

e Determinar la concentracion de polifenoles totales por el método Folin-
Ciocalteau (Cromatografia).

e Determinar la actividad antioxidante por el método DPPH

(Espectrofotometria).



1.5. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 1. Operacionalizacion de Variables

VARIABLE

CONCEPTUALIZACION

INSTRUMENTO

UNIDAD
DE
MEDIDA

POLIFENOLES

Los compuestos fendlicos son
metabolitos secundarios de las
plantas, con diversas funciones
fisiologicas. Variadas estructuras
guimicas caracterizan a este
grupo de moléculas (Valencia, y
otros, 2016).

METODO: FOLIN
-CIOCALTEAU

%

ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

Molécula capaz de prevenir o
retardar la oxidacién (pérdida de
uno o mas electrones) de otras
moléculas (Coronado, Vega,
Gutiérrez, Vazquez, & Radilla,
2015)

METODO DPPH

mg/100g

%

Fuente: Eddy Vinueza; Erick Castillo 2019




CAPITULO lI: MARCO TEORICO
[I.1. ANTECEDENTES

Las Melastomataceae son una familia de plantas extremadamente numerosa
y distribuida desde México y Ameérica Latina, en el caso particular de
Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don., no existe informacion precisa sobre los
indicadores Polifenoles Totales y Actividad Antioxidante, sin embargo otras

especies de Melastomataceae han registrado resultados a considerar:

La presencia de polifenoles contenidos en las hojas Melastoma
malabathricum demostrd tener una alta actividad antioxidante, investigaciones
relacionadas, demostraron la actividad antioxidante utilizando el método de
DPPH que mostr6 que las hojas Melastoma malabathricum poseen
concentraciones de 200 ppm con un valor de porcentaje de inhibicion de 99,1 +
0,5% (Luliana, Purwanti, & Kris, 2016).

En los valores totales de fenoles se observd que los extractos con un alto
contenido de fenoles para la especie Meriania speciosa son: metanolico, acuoso,
con valores de 0,47 + 0,06; 0,16 + 0,06 mg Eq AG/g, respectivamente, para la
especie Meriania nobilis el extracto de fenoles fue: metandlico, con valores de
0,40 £ 0,03 mg Eq AG/g, respectivamente (Ocampo, Valverde, Colmenares, &
Isaza, 2014).

Los extractos presentaron actividad antioxidante, en la especie Meriania
speciosa fueron: metanol con valores de 64,6 + 3,8 mg/L; para la especie
Meriania nobilis fueron: acuoso, hexano con valores de 18,2 + 2,5y 63,0 £ 2,6

mg/L (Ocampo, Valverde, Colmenares, & Isaza, 2014).

Para la determinacion del Polifenoles Totales aplicando la reaccion con Folin-
Ciocalteu en la fruta liofilizada (FLLA) L. Australis, presenta un contenido de 44,2

mg / g de E, se expresa en miligramos de Acido Galico por gramo (Kanis, 2018).
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(Isaza, Veloza, Guevara, Avila, & Daz, 2005) Estudiaron un grupo de plantas

de la familia de las Melastomataceas por el método de Folin-Ciocalteu lograron

establecer los siguientes resultados:

Tabla 2. Estimacidon espectrofotométrica de fenoles de especies de la familia

Melastomataceae

Especie de Melastomataceae

Metodo: Folin—Ciocalteu

% mg Eq AG/g

Ubicacion Geogréafica

Miconia trinervia 8,8% Villavicencio

Miconia prasina 24,8% Villavicencio

Miconia elata 10,2% Villavicencio

Miconia dolichorryncha, 13,4% Villavicencio

.Miconia minutiflora 10,6% Villavicencio

Miconia aeruginosa 9,6% vereda la Bananera,
orilla del rio Otln

Henriettella trachyphylla 2,6% Laguneta via Pereira-
Armenia

Tibouchina ciliaris | 17,4% Laguneta via Pereira-
Armenia

Tibouchina ciliaris |l 17, 7% Laguneta via Pereira-
Armenia

Miconia coronata 7,2% vereda la Bananera,

orilla del rio Otun

Fuente: (Isaza, Veloza, Guevara, Avila, & Daz, 2005).

La familia Melastomataceae en Colombia esta representada por 64 géneros

nativos que incluyen mas de 900 especies cuya actividad antioxidante fue

determinada por el método de captacion de radicales DPPH (Tabla 3 y 4),

comparando tres especies, siendo analizadas sus hojas y frutos (Plazas, 2016).
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Tabla 3. Fenoles en hojas, frutos verdes y maduros

HOJAS FRUTOS VERDES | FRUTOS MADUROS
ESPECIE Concentracion | Concentraciéon Concentracion
Fenoles mg de | Fenoles mg de | Fenoles mg de AG/g
AG/g AG/g
Miconia summa 852,2 +20,1 685,8 + 15,1 659,4 + 10,7
Miconia elaoides 6140+ 125 880,4 +25,4 7555+1,2
Miconia sp 908,3+8,4 7729+ 18,4 647,7 +225

(Plazas, 2016).

Tabla 4. Actividad antioxidante en hojas, frutos verdes y maduros

ESPECIE

HOJAS

% Inhibicién

DPPH 100 ppm

% Inhibicion

FRUTOS VERDES

DPPH 100 ppm

FRUTOS
MADUROS

% Inhibicién
DPPH 100 ppm

Miconia summa 61,3 89,0 19,5
Miconia elaoides 18,9 81,4 23,8
Miconia sp 43,1 73,5 34,8
Acido Galico (control) 96,6

(Plazas, 2016).

Y fue expresada como actividad antioxidante equivalente al acido ascérbico
mg/L (VCEAC). El porcentaje de inhibicion indica la capacidad del antioxidante
para neutralizar el radical libore DPPH a las concentraciones y condiciones

especificas, entre mas alto el porcentaje, mayor es su potencial como

antioxidantes expresados.
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1.2 POLIFENOLES

11.2.1. Definicion

Los polifenoles son antioxidantes activos, abundantes, principalmente, en
tejidos vegetales. Estos antioxidantes corresponden a un conjunto heterogéneo
de moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios

grupos bencénicos, sustituidos por funciones hidroxilicas (Rodriguez, 2017).

S
oH Of©C o °
OH
© o=©=o ©)kCH; m @/\)\w
Fenoles Benzoquinonas Acidos Acetofenonas Acidos Acidos
simples fendlicos fenilacéticos hidroxicindmicos
0.0 i 1 @ o
Q Wy o o LY
& 0
Neny 9 ¥
Fenilpropenos Cumarinas Naftoquinonas Xantonas Estilbenos  Cromonas
I o. I I :] O%W
Antraguinonas Flavonoides Lignanos ~3y¢”  Ligninas

llustracién 1. Principales estructuras quimicas de los polifenoles

Fuente: (Lizarraga, Hernandez, Gonzéalez, & Heredia, 2018).

En la naturaleza existe una gran cantidad de compuestos que presentan uno
o varios anillos en sus estructuras que son caracteristicos de cada especie, es
decir, que son sintetizadas producto de su metabolismo secundario por lo tanto
tiene como funcién participar en diferentes funciones fisioldgicas vegetales como
estrés oxidativo, funciones de defensa y otros estimulos para un correcto

funcionamiento de la especie vegetal (Quifiones, Miguel, & Aleixandre, 2012).
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En definitiva, decimos que los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios de las plantas, cada uno con diversas funciones fisiologicas
variadas diferentes estructuras quimicas propias que caracterizan a este grupo
de moléculas y a su amplia distribucion, asi como su capacidad de captar
especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno que son asociadas con el
padecimiento de enfermedades que perfila a los extractos naturales ricos en
compuestos fendlicos como ingredientes para diferentes afectaciones, también,
por sus beneficios contra la oxidacion celular que pueden ser utilizados para el
desarrollo de nuevos productos en la industria farmacéutica, de alimentos y

cosmeéticos (Valencia, y otros, 2017).

I1.2.2. Ruta de Biosintesis

Los compuestos fendlicos son sustancias que derivan de las vias de
shiqguimato y de los fenilpropanoides, tiene variaciones que dependen del
genotipo, especie, condiciones ambientales, grado de madurez, composicion del
suelo, ubicacion geografica y condiciones de almacenamiento, adicionalmente
tienen capacidad antioxidante, también se les atribuyen propiedades
antiinflamatorias, antialérgica, antitrombadticas, antimicrobianas, antineoplasicas

y anticancerigenas (Valencia, y otros, 2017).
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Eritrosa-4-fosfato fosfoenolpiruvato _ Glucolisis
(via pentosas fosfato)

Ruta del acido

al

siquimico

Acetil- CoA

fenilalanina

Ruta de los
poliacetatos
Taninos hidrolizables
Acido
Trans-cinamico
Fenoles simples '

p-cumaroil CoA

Acido gélico ‘ l

Malonil CoA

Polifenoles

Flavonoides

llustracién 2. Ruta de biosintesis de los polifenoles

Fuente: (Quifilones, Miguel, & Aleixandre, 2012)

Estas moléculas secundarias se acumulan en las plantas y participan en
mecanismo de defensa contra la radiacion ultravioleta o la agresion por agentes
patégenos. En general, los esqueletos de polifenol se derivan de dos precursores
activos diferentes (es decir, 4-cumaroil-CoA y malonil-CoA), y surgen
biogenéticamente de las rutas de acetato y shikimate (Zhang, Cai, Chang-Qing,
Reeves, & He, 2015).
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[1.2.3 Clasificacién

Los compuestos fendlicos también llamados polifenoles comprenden una
amplia variedad de moléculas desde compuestos altamente polimerizados hasta
moléculas simples con un solo anillo fendlico en su estructura, tenemos como
ejemplo los alcoholes y acidos fendlicos. Se han descrito mas de 8000
polifenoles distintos que pueden clasificarse en diferentes grupos segun el
namero de anillos fendlicos que contienen y el tipo de sustituyente unido a estos
anillos. Las principales clases de polifenoles por ser los mas ampliamente
distribuidos en los alimentos son: flavonoides, acidos y alcoholes fendlicos,

estilbenos y lignanos (Granado, 2010).

Los polifenoles se clasifican segun los siguientes criterios: solubilidad y
estructura quimica, siendo las mas comunes para dividir los grupos de los

compuestos fenolicos.

[1.2.4. De acuerdo a su grado de solubilidad:

Como forma general los Compuestos Fendlicos se los dividieron en 2 grandes
grupos: flavonoides (F) y no flavonoides. En el grupo de los F, se encuentran los
flavonoles (FN), flavonas (FAS), flavanol, isoflavonas (IF), flavanonas (FNA),
dihidroflavonoles (DHF), antocianidinas y chalconas. Mientras que en el grupo
de no Flavonoides estéan los acidos hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos,
polifenoles volatiles, estilbenos y compuestos diversos (lignanos y cumarinas)
los compuestos solubles en agua son los acidos fendlicos, fenilpropanoides,
flavonoides y quinonas. Por otro lado, se encuentran los compuestos insolubles
en agua, tales como los taninos condensados, ligninas y acidos
hidroxicinamicos, los cuales estan unidos a la pared celular de las células

vegetales (Valencia, y otros, 2017).
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[1.2.5. De acuerdo a su estructura quimica

Los polifenoles también se clasifican acorde al nimero de anillos fendlicos y
los elementos estructurales unidos a las unidades bésicas, siendo los principales
grupos de compuestos fendlicos, los flavonoides, acidos fendlicos, taninos
hidrolizables, taninos condensados, estilbenos y lignanos. (Valencia, y otros,
2017), es decir que constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios
mas abundantes y ubicuos de las especies vegetales. Ademas, los polifenoles o
fenoles son esenciales para la fisiologia de las plantas, ya que contribuyen a su
morfologia, crecimiento, y reproduccion, estan involucrados en los mecanismos
de defensa de las plantas frente a agentes externos como la radiacion ultravioleta

y la agresion de patégenos y predadores (Granado, 2010).

Tabla 5. Estructura de polifenoles mas comunes

ESTRUCTURA CLASE FENOLICA
Cs Fendlicos simples
Cs-C1 Acidos fendlicos y compuestos relacionados.
Cs-C2 Acetofenonas y acidos fenilacéticos.
Ce-Cs Acidos cinamicos, aldehidos / alcoholes cinamilos.
Cs-C3 Cumarinas, isocumarinas, cromonas.
Cs-C1-Cs Benzofenonas, xantonas
Cs-C2-Cs Estilbenos
Cs-C3-Cs Chalcones, aurones, dihidrochalcones
Cs-C3-Cs Flavones
Ce-C3-Cs Flavonoles
Cs-C3-Cs Isoflavonoides
Cs-C3-Cs Antocianidinas / antocianinas
(Ce-C3-Cs)2 Biflavonoides
C6,C10,Cus Benzoquinonas, naftaquinonas, antraquinonas
Cis Betacianinas
Lignanos, neolignanos Dimeros u oligémeros
Lignina Polimeros
Flobafenos Polimeros

Fuente: (Zhang, Cai, Chang-Qing, Reeves, & He, 2015).
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[1.3. LOS FLAVONOIDES

Son sustancias producidas como metabolitos secundarios por las plantas,
cuyo elemento estructural comin es la existencia de un esqueleto de
difenilpirano (C6 -C3 -C6), compuesto por dos anillos de fenilos ligados a través
de un anillo de pirano. Sobre este esqueleto pueden darse miles de
substituciones, lo que origina las diferentes clases de flavonoides: flavonoles,
flavonas, flavanonas, flavanoles (catequinas y proantocianidinas),
antocianidinas, chalconas, auronas e isoflavonas. Los flavonoides estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, estos metabolitos muestran una
amplia gama de actividades bioldgicas cardiovasculares, Por lo tanto, los efectos
beneficiosos de las dietas ricas en frutas y verduras, en la salud cardiovascular,
han sido a menudo atribuidos a los flavonoides en general y mas
especificamente a los Flavonoles (Duarte & Vizcaino, 2015).

I1.4. FLAVONOLES

Estos son compuestos derivados de la 3-hidroxiflavona. Entre los flavonoles
la quercetina es la méas caracterizada y es muy abundante en las manzanas,
cebollas, y en plantas medicinales, como el Ginkgo biloba. Los flavonoles
presentan actividad antioxidante, inhiben la lipoperoxidacién, disminuyen la
actividad de la fosfolipasa, la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa. De igual manera,
presentan actividad antiinflamatoria y antitumoral (Gutierrez, 2017).

[1.5. PROPIEDADES DE LOS POLIFENOLES

Los polifenoles protegen a las células ante el dafio oxidativo tratando de
disminuir los riesgos que estan asociados al estrés oxidativo como las
enfermedades degenerativas que son causadas por el oxigeno en su forma
radical, una clase de estos metabolitos son los flavonoides los cuales son
importantes compuestos fendlicos que se sintetizan en cantidades esenciales
por las plantas a los cuales se le atribuyen varias actividades biol6gicas
beneficiosas para el interés humano y sus diversas afectaciones (Godos, 2018).
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Actualmente existe una asociacién entre la incidencia de cancer y la dieta. Se
ha descrito la posible relacion fisiopatologica entre el cancer y la peroxidacion
lipidica, por lo que impedir este proceso mediante el uso de antioxidantes, como
los polifenoles, podria ser fundamental en la prevencion de diferentes tipos de
tumores malignos. Ademas, los antioxidantes de los polifenoles pueden inducir
la apoptosis de algunas células neoplasicas y actuar como coadyuvantes de los

agentes quimioterapicos (Sancho & Mach, 2015).

11.6. METODO PARA DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

El ensayo Folin-Ciocalteu ha sido utilizado durante muchos afios como una
medida del contenido en compuestos fendlicos totales en productos naturales.
El mecanismo béasico del método es una reaccion redox por lo que puede
considerarse como otro método de medida de la actividad antioxidante total. El
método que se utiliza actualmente es una modificacién efectuada por Singleton
y Rossi de uno empleado para la determinacion de tirosina, el cual se basaba en
la oxidacion de los fenoles por un reactivo de molibdeno y wolframio (tungsteno).
La mejora introducida por Singleton y Rossi fue el uso de un heteropolianion
fosforico de molibdeno y wolframio que oxida los fenoles con mayor especificidad
(3H,0 — P,0s — 13HO5 — 5M005; — 10H,0 Y 3H,0 — P,0s — 14W05; — 4M005 —
10H,0). Aparicion de una coloracion azul que presenta un maximo de absorcién
a 765 nm y que se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron
de &cido gélico. Se trata de un método simple, preciso y sensible pero que sin
embargo sufre numerosas variaciones cuando es aplicado por diferentes grupos
de investigacion, fundamentalmente en lo relativo a los volimenes empleados
de muestra, concentraciones de reactivos y tiempos y temperaturas de

incubacion (Rodriguez, 2009).
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11.6.1. Folin Ciocalteu

Los compuestos fenolicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau, a
pH basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de
wolframato sddico y molibdato sodico en &cido fosforico y reacciona con los
compuestos fenolicos presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotingstico
(formado por las dos sales en el medio acido), de color amarillo, al ser reducido
por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya
intensidad es la que se mide para evaluar el contenido en polifenoles (Garcia,
Fernandez, & Fuentes, 2015).

También se pueden producir variaciones en el modo de expresar los
resultados, sin embargo, el patron recomendado es el acido gélico. Este ensayo
de analisis de los polifenoles totales, se utiliza con frecuencia en el estudio de
las propiedades antioxidantes de alimentos vegetales, como zumos de fruta, al
tratarse de un parametro que generalmente, muestra una estrecha correlaciéon
con los diferentes métodos de medicién de la actividad antioxidante (Garcia,
Fernandez, & Fuentes, 2015)

[1.7. RADICALES LIBRES

Son moléculas o fragmentos de moléculas caracterizadas por tener uno o mas
electrones desapareados en su orbital externo, condicion que los torna altamente
reactivos. En el ser humano se generan radicales libres en la cadena respiratoria
mitocondrial, cuando reacciona el perdxido de hidrégeno con el i6n ferroso, por
accion catalitica de la ciclooxigenasa, la reaccion de vitamina C con el ién
ferroso, por accién de la nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato (NADPH)

reductasa (Guija, Inocente, Ponce, & Zarzosa, 2015).
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En la naturaleza los radicales libres son compuestos generalmente
oxigenados y se denominan especies reactivas de oxigeno (ERO), estas son
abundantes en los sistemas vivos, una explicacion razonable sobre la presencia
de esta clase de reacciones quimicas surge de los estudios sobre el origen y
evolucion de la vida. debido a que los organismos se desarrollan en presencia
de oxigeno, estan expuestos a la generacion de ERO, éstos son responsables
del dafio oxidativo de macromoléculas biolégicas como el ADN lipidos,
carbohidratos y proteinas participando en mecanismos fisiopatoldégicos de
muchas enfermedades, como algunos tipos de cancer, diabetes, patologias
cardiovasculares, procesos reumaticos, patologias gastrointestinales o procesos
neurodegenerativos, también estan implicados en procesos fisiologicos como el
envejecimiento, el dafio causado por el ejercicio fisico agotador, existen también
radicales libres nitrogenados o especies reactivas de nitrdgeno (ERN), cuya
importancia ha crecido considerablemente en los ultimos tiempos (Gutiérrez A. ,
2015).

[1.7.1. Propiedades de los radicales libres

Un radical puede reaccionar con otro radical, no se ve afectado por su
ambiente molecular; en otras palabras, no le afecta el cambio de polaridad de
los disolventes, no se solvatan (es decir, no se rodean de moléculas de
disolvente cuando estan en solucion), por lo que son entidades puntuales (mas
pequefias), no reacciona con hidrogenos acidos ni con heterotermos con pares
de electrones no compartidos, es decir, que, en las reacciones via radicales
libres no son necesarias protecciones de grupos funcionales, una consecuencia
directa de la neutralidad de los radicales es que su estabilidad no se ve afectada
por la electronegatividad de los grupos funcionales adyacentes al centro radical,
con un grupo electroatractor adyacente puede ser tan estable como aquel que

posee un grupo electrodonador como vecino (Konigsberg, 2008).
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11.7.2. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa (por ejemplo, la peroxidacion lipidica), de tal manera que
un antioxidante actua, principalmente, gracias a su capacidad para reaccionar
con radicales libres y, por lo tanto, recibe el nombre de antioxidante terminador
de cadena (Londofio, 2012).

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidacion de
otras moléculas, los antioxidantes naturales constituyen un amplio grupo que
incluye principalmente compuestos polifenélicos y vitaminas. Hoy dia numerosas
enfermedades se asocian con la formacion de oxigeno reactivo y la inducciéon de
peroxidacion lipidica. Las especies de oxigeno reactivo constituyen un
mecanismo de injuria tisular y son relevantes en procesos de inflamacion y
envejecimiento, en trastornos cardiovasculares y neurodegenerativos, etc. Esto
ha conducido a una intensa investigacion del uso de los antioxidantes presentes
en los alimentos, asi como de los procedentes de otras fuentes, para la
prevencion de este tipo de enfermedades por otra parte, el interés de los
antioxidantes no solo reside en su utilidad como farmacos, sino también en su
uso como aditivos industriales, fundamentalmente se utilizan como conservantes
de alimentos, plasticos, caucho, cosméticos y aceites y grasas industriales
(Rosas, 2004).

Cuando la defensa antioxidante es insuficiente para proteger el organismo del
efecto dafiino de los radicales libres puede conducirlo al estrés oxidativo,
condicidn que esta estrechamente vinculado a una gran diversidad de patologias
como la psoriasis, cancer, diabetes mellitus, aterosclerosis, cataratas,

hipertension arterial (Guija, Inocente, Ponce, & Zarzosa, 2015).
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I1.7.3. Mecanismos de Accién de la actividad antioxidante

En el robo de hidrogeno el radical libre interactia con otra molécula que sirve
como una donadora de hidrégeno, como resultado, el radical libre se une a un
atomo de hidrégeno y se hace mas estable, mientras que la donante del
hidrégeno se convierte en un radical libre. El radical libre se une a una molécula
mas estable, lo que convierte a la molécula receptora en un radical libre, dos
radicales libres reaccionan entre si para formar un compuesto méas estable y la
desproporcion consiste en que dos radicales libres idénticos reaccionan entre
ellos mismos: uno actia como donador y el otro como receptor de electrones, de

esta manera se forman dos moléculas mas estables (Gutiérrez, y otros, 2014).

11.8. METODOS PARA DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los métodos més aplicados son ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) y DPPH (Difenil Picril Hidrazilo) Ambos presentan una excelente
estabilidad en ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias, el
DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion
previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccion que
puede ser quimica (dioxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP),
enzimatica (peroxidasa, mioglobulina), o también eletroquimica. Con el ABTS se
puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica,
mientras que el DPPH solo puede disolverse en medio organico, y el DMPD
(N,N-dimetil-pfenilendiamina) solo en medio acuoso. El radical ABTS tiene,
ademas, la ventaja de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414,
654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico, mientras que el DPPH presenta un pico
de absorbancia a 515 nm, y el DMPD a 505 nm (Kuskoski, Asuero, Troncoso,
Mancini-Filho, & Fett, 2005).
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[1.8.1. Método DPPH (Difenil Picril Hidrazilo)

El método DPPH, fue introducido hace casi 50 afios por Marsden Blois, que
trabajaba en la Universidad de Stanford. Aunque este documento es corto (un
poco mas de una pagina en la revista Nature), proporciona un resumen breve y

claro del método (Molyneux, 2004).

El método de eliminacion de radicales libres de a, a-difenil-B-picrilhidrazilo
(DPPH) ofrece el primer enfoque para evaluar el potencial antioxidante de un
compuesto, un extracto u otras fuentes bioldgicas, este es el método mas simple,
en el que el compuesto o0 extracto prospectivo se mezcla con una solucion de
DPPH y la absorbancia se registra después de un periodo definido (Sagar & R.P,
2011).

El fundamento de ésta técnica consiste en la medicion a 517 nm de la
variacion de absorbancia debida a la reduccion del radical libre estable 1,1-
difenil-2-picril hidrazilo (DPPH). El radical DPPH es un radical libre estable a
causa de la deslocalizacion de un electrén desapareado en la molécula y por
esta razon dicha molécula no se dimeriza, esta deslocalizacion da a la molécula
un color violeta intenso. La absorbancia caracteristica de este radical que posee
un color violeta intenso, disminuye con la presencia de un antioxidante u otro
radical (Jeton, 2014).

Es posible, por tanto, cuantificar la capacidad captadora de radicales libres
gue poseen determinados compuestos mediante la determinacién del grado de
decoloracion que producen a una solucién metandlica de DPPH. La molécula
1,1-difenil-2-picril hidrazilo (DPPH) se caracteriza porque esta no dimeriza, como
seria el caso de la mayoria de los radicales libres. La deslocalizacion da lugar al
color violeta oscuro, caracterizado por poseer una banda de absorcion en
solucion alcohdlica aproximada a 520 nm. Cuando una solucién de DPPH se
mezcla con una sustancia que pueda donar un atomo de hidrégeno, da lugar a
la forma reducida acompafiado de la pérdida del color violeta y la aparicion de

un color amarillo palido debido a la presencia del grupo picrilo (Jeton, 2014).
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El IC50 se calcula como una reduccion del 50% en la absorbancia ocasionada
por la muestra en comparacion con el blanco es decir la capacidad que tiene la
muestra para inhibir el 50% de los radicales libres de la solucion DPPH (Jeton,
2014).

[1.8.2. Método ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

Se fundamenta en la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical
cation coloreado ABTS, el cual es formado previamente por la oxidacion del
ABTS (2,2°-azinobis  (3-etilbenzotiazolina-6-  acido  sulfénico))  por
metamioglobina y perdxido de hidrégeno, los resultados son expresados como
equivalentes de Trolox o TEAC (por su nombre en inglés, Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) (Londofio, 2012).

Entre las ventajas de este método esta que los valores de TEAC de una amplia
gama de alimentos que estan reportados lo que permite establecer
comparaciones; adicionalmente puede ser usado en un amplio rango de pH 'y
fuerza ibnica, ademas de que el ABTS es soluble tanto en medio acuoso como
organico y permite la evaluacién de antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Entre
las desventajas estan que el ABTS debe ser generado previamente, que no es
un radical fisiolégico y que la cinética de reaccion con algunos antioxidantes
suele ser bastante lenta y, por lo tanto, el punto final de medicién debe fijarse de

manera arbitraria (Londofio, 2012).
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11.8.3. Método DMPD (N,N-dimetil-pfenilendiamina)

Se trata de un mecanismo de transferencia de electrones (SET) bastante
parecido al del método ABTS, en este caso, el radical libre se genera a partir de
DMPD (N, N-dimetil-pfenilendiamina) que, en presencia de una solucién oxidante
de cloruro férrico, y a pH acido, se convierte en un radical catiénico coloreado y
estable, que presenta un maximo de absorbancia a 505 nm, los compuestos
antioxidantes son capaces de reaccionar con este compuesto, causando un
descenso en la absorbancia y tras afadir la muestra con antioxidantes a la
solucion del radical, la absorbancia es monitorizada durante 10 minutos y es
comparada con la de un blanco, expresandose finalmente los resultados en

equivalentes de Trolox (Pérez, 2007).

11.9. CHURCO O CANA AGRIA

En uno de los primeros registros botanicos en San Francisco California para
conocer los géneros que Pertenecen a la familia de las Melastomataceae, detalla
esta especie vegetal como medicinal y como alimento este género, en la
actualidad, consiste de unas cuatro especies distribuidas desde México y las
Antillas hasta Peru y Bolivia. México es el centro de diversidad de Arthrostemma.
Todas sus especies conocidas existen en la porcion occidental o meridional del
pais y dos se extienden desde los estados de Hidalgo y Puebla hasta Guatemala
y Bélice (Frank, 1993).

Los frutos en la familia Melastomataceae son consumidos en crudo es
abundante en la Costa, Sierra y Amazonia, pero el consumo de sus frutos
silvestres es mas comun en la region amazonica. La mayoria de las especies
tienen frutos pequefios pero los de Bellucia pentamera y Mouriri spp. Son
grandes. Clidemia y Miconia son los géneros mas diversos. De Arthrostemma
ciliatum Pav. ex D. Don se consume el tallo, las hojas, la raiz y la flor en crudo.
Igualmente, los frutos comestibles de varias especies de Rubiaceae son
consumidos principalmente por grupos indigenas en la Amazonia. Las especies
mas consumidas son Coussarea brevicaulis, Duroia hirsuta y Pentagonia
macrophylla (Eynden & Eduardo, 2008).
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11.9.1. TAXONOMIA

Tabla 6. Taxonomia de Arthrostemma ciliatum Pav. ex. D. Don

Familia Melastomataceae

Género Arthrostemma

Especie ciliatum

Autor Pav. ex D. Don

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Superdivision Agnoliophyta

Clase MagnoliopsidaDicotyledons

Subclase Rosidae

Orden Myrtales

Nombre Comun Churco, Cafia Agria, Cafia de Cristo,
Churunch, No me toques.

Fuente: (Montalvo, 2011).

11.9.2. CARACTERES BOTANICOS

Planta de muchas ramas herbaceas y escandescentes, el tallo mide hasta 1
metro de altura y presenta forma cuadrangular, las ramas son quebradizas,
suculentas cuadrangulares pilosas o glandular-pilosas. Sus hojas son suculentas
de forma ovalada. Base subcordada y por sus nervaduras es pentanervada.
Flores con pétalos de 2.5 cm de largo, rosado oscuro, rojo encendido, los
estambres algunos isomorfos o varios dimorfos. Las flores largas son bastante
atractivas es por eso que en el Salvador llaman a la planta “Jazmin montés”, en
Guatemala la llaman nitro porque su savia tiene sabor acido, es por eso que los

agricultores mascan el tallo de la planta y se refresca (Montalvo, 2011).
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Tabla 7. Descripcién Botanica

Descripcién botanicay morfolégica de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.

Caracter Descripcién

Habito Hierba erecta, arqueada o escandente, de 1-2(-3) m.

Hojas Hojas de 2.5-9.5 x 1.5-5 cm, ovadas a ovado-lanceoladas, 5-7-
nervadas.

Flores Hipanto de ca. 7 mm, obcoénico; pétalos de 20-30 mm, rosados.

Frutos Frutos no observados en LS.

Diagnostico Hierbas endebles, erectas o incluso escandentes; los tallos
cuadrados, suculentos; hojas 7-nervadas, glandular-setosas por el
enveés; inflorescencias terminales, dicasios; flores 4-meras, los
estambres con los poros ventralmente inclinados (los conectivos con
apéndices ventrales); frutos capsulares, con las semillas acostillado-
tuberculadas.

Habitat Bosque humedo, muy humedo y pluvial.

Fenologia Flores observadas todo el afio. Frutos observados de Mayo a

Noviembre.

Fuente: (Castro, Gonzalez, Luna, & Vargas, 2014).
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11.9.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Melastomataceae crece entre maleza o en bosques mixtos, frecuentemente
en bosques de pino como maleza de crecimiento secundario, a una altura de
1.500 m sobre el nivel del mar, también se ha encontrado hasta 2000 msnm
(Montalvo, 2011). Uno de los primeros registros botanicos en Ecuador, esta
familia consta con aproximadamente 4500 especies distribuidas en los tropicos
y subtrépicos, principalmente en América del Sur, se han registrado 43 géneros
y 553 especies, de éstos, 24 géneros y 124 especies reportan alguna utilidad
para el ser humano. Segun los registros del Herbario Nacional del Ecuador
QCNE vy el Herbario de la Pontifica Universidad Catolica del Ecuador QCA vy la
literatura, las especies ecuatorianas de Melastomataceae son utilizadas
principalmente para tratar heridas, picaduras de culebras y para construcciones
(Fierro, Fernandez, & Quintana, 2002).

De las 124 especies utiles, 27 (21,8%) son alimenticias, especialmente debido
a los frutos dulces y a los tallos agrios usados para calmar la sed; 32 (25,8 %)
son utilizadas para tablas y construccién; 59 (47,6%) son medicinales; 8 (6,4%)
son usados por los shamanes para aliviar algunas enfermedades fisicas y
espirituales; solamente 4 (3,2%) son ornamentales y 50 (40,3%) tienen otros
usos, tales como cabos de herramientas, escobas, encofrados, forraje para
animales, lefia, tinciones, y como cercas vivas (Fierro, Fernandez, & Quintana,
2002).

Melastomataceae es una de las familias de plantas con flores mejor
representadas en el Neotrdpico. Colombia es el segundo pais con mayor nimero
de especies (aprox. 986), las cuales se distribuyen en cerca de 59 géneros y se
distribuyen desde el nivel del mar hasta los paramos. Su mayor diversidad se
localiza en los Andes, el Chocdé Biogeografico y la Amazonia (Posada, Sierra, &
Sanin, 2016).

29



Fuente: Google maps

Calderon

¥

Las Ralmals

La Adelina

llustracién 3. Ubicacion geografica

11.9.4. COMPOSICION QUIMICA

Cuadro fitoquimico de un screening para referencia de metabolitos secundario
presentes en Arthrostemma ciliatum Pav.ex.Don realizado por (Montalvo, 2011)

en la ciudad de Loja.

Tabla 8. Screening Fitoquimico en extracto etandélico

Triterpenos +++
Flavonoides ++
Lactonas ++
Saponinas +
Fenoles +
Azucares reductores 4+
Aminoacidos ++
Resinas +
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CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS

l1I.1. TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion es de tipo Explicativo con enfoque
Cuantitativo.

[11.2. DISENO DE LA INVESTIGACION

1. Certificacion de la planta.

2. Determinacion de humedad y cenizas totales por el método oficial de
la AOAC

3. Preparacion de Extracto.

4. Determinacion de Polifenoles Totales por el método Folin-Ciocalteu.

5. Determinacion de Actividad Antioxidante por DDPH.

111.3. RECOLECCION DE MUESTRA

Se recolectaron varias plantas de la especie Arthortesmma ciliatum Pav. ex
D. Don., para obtener una buena muestra representativa, la especie fue
recolectada de manera silvestre y de ésta se trabajé con los tallos durante los

meses de marzo a mayo del 2019.
Canton y Provincia: Ponce Enriquez Provincia del Azuay

Ubicacion: Frontera con la provincia del Guayas- cantdn Ponce Enriquez,

entre parroquia la Adelina y Parroquia El Recreo.
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llustracién 5. Arthrostemma ciliatum Pav. ex D.
Don

[1l.4. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se recogié la muestra de la especie Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don

con buen aspecto.

Tallo color verde limoén

Sin magulladuras

Sin cicatrices

Especimenes adultos.

De 1 m de largo en promedio

Sin frutos ni flores
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111.5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
[11.5.1 HUMEDAD

La humedad del tallo fresco se determind por el método oficial de la AOAC
930.05, segun el cual la muestra se somete a desecacion en las condiciones
definidas, que varia en funcién de la naturaleza del alimento. Dicho método
consiste en la determinacion de la pérdida de peso de la muestra mediante
desecacion de la misma en una estufa de vacio, a una temperatura de + 60 °C.
y P <100 mm Hg, dejando secar hasta alcanzar un peso constante. Es
aconsejable proceder a una pre-desecacion ya que se trata de alimentos solidos
gue tienen un elevado contenido en humedad. Los equipos y reactivos que se
utilizan en esta técnica son: Balanza analitica y Estufa de secado ademas de
material genérico de laboratorio (pinzas, espétulas, vidrios de reloj, capsulas de
porcelana, etc.) (Badui, 2016).

Se pesan 5 g de muestra fresca en las placas de aluminio y se ponen a secar
a 105°C durante una hora, para luego desecar a 65°C hasta peso constante,
introduciendo la muestra en el desecador antes de proceder a su pesada. Los

resultados se expresan el porcentaje de humedad calculados segun:
% Humedad = [(Pi — Pf) /Pm] x 100

Pi: Peso de muestra + peso placa al inicio; Pf: Peso de muestra + peso placa

tras el secado y Pm: Peso muestra (Aranceta, 2015).

[11.5.2. CENIZAS TOTALES

Para la determinacién de cenizas se sigue el método 923.03 de la AOAC. Se
calcina/incinera la muestra tras su desecacion, a 550°C en el horno mufla y se
calcula el residuo de incineracion por diferencia de peso. Los equipos y reactivos
gue se utilizan son: Balanza analitica, Horno Mufla, Desecador, pinzas y crisoles.
Los resultados se expresan como porcentaje de cenizas calculado segun la

expresion siguiente:

%Cenizas = [(Peso final — Peso inicial) /Peso muestra] x 100 (Moreno, 2014)
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111.5.3 IDENTIFICACION DE POLIFENOLES

[11.5.3.1 Equipos y reactivos

Agitador de tubos

Balanza analitica

Centrifuga

Espectrofotbmetro

Reactivo de Fenol Folin-Ciocalteu

Muestra Etandlico y Acuosa

[11.5.3.2 Preparacién de los reactivos

Solucion patrén: se pesaron 12,5 mg de acido galico en matraces

volumétricos de 25 ml y se llevé a volumen con agua destilada, la concentracion

fue de 500 mg/l esto se realizo por triplicado.

Solucién de Carbonato de Sodio al 10%: se pesd 10 g de Na2CO3 y se
llevé a un matraz volumétrico de 100 ml con agua destilada en caliente, se enfrio

y se filtro.

Solucién de Folin-Ciocalteu: se tom6é 5 ml del reactivo 2 N y se llevo a

volumen en un matraz de 50 ml con agua destilada.

111.5.3.3 Procedimiento

En un tubo de ensayo se adiciona, en el orden mencionado: 40 ul de muestra,
0,5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu, 2ml de solucion de carbonato sédico y se

completan hasta 10 ml con agua destilada. Esperar 20 min y leer a 765nm.

(Folinn, 2015).
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111.5.4. IDENTIFICACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
[11.5.4.1 Equipos y reactivos
e Agitador de tubos
e Balanza analitica
e Centrifuga
e Espectrofotdmetro Ultravioleta visible SpectronicTM GENESYSTM
e Solucion de DPPH

e Muestra Etanodlica y Acuosa

111.5.4.2. Procedimiento

Se preparé una solucion de DPPH (SIGMA) 0,2 mg/ml en etanol grado
reactivo y a 1 ml de cada muestra se le adicion6 1 ml de la solucién de DPPH
preparada. La absorbancia a 517 nm fue determinada en un espectrofotometro
ultravioleta visible SpectronicTM GENESYSTM, exactamente 30 minutos
después de iniciada la reaccion, y la decoloracion fue comparada con una
solucion que contenia la misma proporcién 1:1 (v/v) de etanol y DPPH. Una
solucioén de extracto y etanol en la misma proporcion 1:1 (v/v) sirvié como blanco
de la muestra para corregir su color. Los resultados fueron expresados como

porcentaje de decoloracion de DPPH utilizando la siguiente expresion:

Am — Abm

% Decoloracion DPPH = (1 ~ ~DPPH

)*100

Donde Am es la absorbancia de la mezcla de reaccion (DPPH + extracto),
Abm la del blanco de muestra (extracto + agua), y ADPPH la absorbancia de la
solucion de DPPH.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

Al finalizar la parte experimental de esta investigacion se arribd a los

siguientes resultados:

IV.1. CERTIFICACION DE LA PLANTA

Tabla 9. Certificacion de la planta

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.

Orden: Mytales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Melastomataceae Juss.

Género: Arthrostemma Pav. ex D. Don.
Nombre cientifico vigente: Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.

Fuente: Herbario GUAY

llustracién 6. Herbario Guay 2019

Fuente: Herbario GUAY
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IV.2. PARAMETROS FISICOQUIMICOS

IV.2.1. Humedad

Tabla 10. Resultados de Andlisis de Humedad

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
90,38
Arthrostemma ciliatum
% 90,40
Pav. ex D. Don.
90,29
PROMEDIO 90,35
DES. ESTANDAR 0,26839026
Fuente: Autores
IV.2.2 Cenizas Totales
Tabla 11. Resultados del Analisis de Cenizas Totales
VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
0,44
Arthrostemma ciliatum
% 0,47
Pav. ex D. Don.
0,42
PROMEDIO 0,44
DES. ESTANDAR 0,02516611

Fuente: Autores

37




IV.3. SCREENING FITOQUIMICO

Tabla 12. Screening Fitoguimico del Extracto Etandlico

Flavonoides +
Azucares reductores 4+
Taninos F4+++

Tabla 13. Screening Fitoguimico del Extracto Acuoso

Flavonoides +
Azucares reductores 4+
Taninos +
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IV.4. Determinacion de Polifenoles Totales de Arthrostemma ciliatum
Pav. Ex D. Don.

Tabla 14. Extracto Etanolico Folin-Ciocalteu

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
Polifenoles totales de 0,16
Arthrostemma ciliatum % 0,17
Pav. ex D. Don. 0,16

PROMEDIO 0,163
DES. ESTANDAR 0,005773503

Tabla 15. Extracto Acuoso Folin-Ciocalteu

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
Polifenoles totales de 0,64
Arthrostemma ciliatum % 0,67
Pav. ex D. Don. 0,63

PROMEDIO 0,65
DES. ESTANDAR 0,02081666
08
0,7
0,6
0,5
0,4
03
0,2
0,1
0
Extracto Etandlico Extracto Acuoso

Gréfico 1. Comparacion del Contenido de Polifenoles Totales en Extractos Acuoso y Etandlico
de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don
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IV.5. Determinacion de Actividad Antioxidante de Arthrostemma ciliatum

Pav. ex D. Don.

Tabla 16. Extracto Etanolico DPPH

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
Actividad Antioxidante de 1666,67
Arthrostemma ciliatum Pav. mg/g 1667,59
ex D. Don. 166613
PROMEDIO 1666.80
DES. ESTANDAR 0,74
Tabla 17. Extracto Acuoso DPPH
VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
Actividad Antioxidante de 1136,36
Arthrostemma ciliatum Pav. mg/g 1137,12
ex D. Don. 1136.02
PROMEDIO 1136.50
DES. ESTANDAR 0,56

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400

200

Extracto Etandlico Extracto Acuoso

Gréfico 2. Comparacion del Contenido de Actividad Antioxidante en Extractos Acuoso y
Etandlico de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don.
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IV.6. DISCUSION

0,65%

Acuoso

0,16%

Etandlico

Arthrostemma Arthrostemma

ciliatum

ciliatum

Etandlico
Miconia
speciosa
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Gréfico 3. Comparacioén de Polifenoles
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El valor presente de polifenoles totales en el extracto acuoso de este estudio
realizado en el tallo es de 0.65% mientras que el etandlico es de 0.16%, se
evidencia la diferencia entre estos dos valores que indican la presencia de mas
sustancias polares y solubles en agua que en etanol, en el estudio de (Montalvo,
2011) se puede corroborar este resultado de polifenoles totales haciendo
referencia al cuadro de analisis de screening fitoquimico el cual es cualitativo
presentando moléculas, compuestos presentes en Arthrostemma Ciliatum Pav.
ex D. Don que son solubles en etanol, por otra parte no se ha realizado screening
fitoquimico en extracto acuoso de esta especie vegetal, por lo que no se puede

realizar comparacion al respecto.

En el estudio de (Plaza, 2016) fueron analizados y comparados 3 érganos
distintos en 3 distintas especies del género Miconia de la familia
Melastomataceae los resultados mas relevantes fueron en el género Miconia sp
con un total de 90,83% en sus hojas, M. elaocides con 88,04% en sus frutos
verdes y 75,55% en sus frutos maduros todos en extractos etandlico, es decir ,
gue los metabolitos presentes en este género son mucho mas solubles en
alcohol que los que estan presente en la Artrhostemma ciliatum donde su valor

mas alto es en el extracto acuoso, ambas de la misma familia.

Mientras que en el estudio de (Isaza, Veloza, Guevara, Avila, & Daz, 2005)
donde los valores mas relevantes en sus especies recolectadas de la familia
Melastomataceae son M. prasina con 24,8% junto con T. ciliaris Il 17,7% los
extractos fueron de acetona acuosa al 70%, en el presente estudio el valor mas
cercano a la Arthrostemma ciliatum, es el de su extracto acuoso cuyo valor fue
de 0.64%. Es de observar que el solvente de Isaza es una combinacién de agua
y acetona y los valores de polifenoles totales son mas bajos que los resultados
en etanol por la relacion de solubilidad entre agua y acetona que podria
comprometer la extraccion. (Ocampo, Valverde, Colmenares, & Isaza, 2014)
Obtuvieron un valor de 0.016% en la especie Meriania speciosa este valor es el
gue menos se aproxima a los resultados al ser también extracto acuoso mientras

gue en acetona acuosa al 70% es mas alto.
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Por otra parte los polifenoles totales en extracto metandlico en el mismo
estudio de (Ocampo, Valverde, Colmenares, & Isaza, 2014) los valores fueron
de 0,040% en Meriania nobilis y 0,047% en Meriania speciosa, también, en la
misma especie de Meriania speciosa con un valor de 0,016% en extracto acuoso
demuestran que estan por debajo de los valores de los extractos acuoso y
etandlico de la Arthrostemma ciliatum Pav. ex D., por ende juega un papel muy
importante el solvente, otro factor muy importante es la especie, su composicion

guimica y habitat.

Arthorstemma ciliatum Pav. ex D. Don., fue recolectada en Ecuador en la
provincia del Azuay en el cantén Ponce Enriquez con una altura de 43 msnm,
mientras que en el estudio de (Isaza, Veloza, Guevara, Avila, & Daz, 2005)
fueron recolectadas en Villavicencio Departamento de Colombia con un clima de
28 a 30°c con una altura de 467 metros sobre el nivel del mar, en contraparte en
el estudio de (Plaza, 2016) las muestras fueron recolectadas en el paramo de
Calderitas a una altura aproximada de 3300-3400 msnm con temperaturas de
10 grados centigrados a 18 grados centigrados. Estos factores estan
relacionados con la capacidad de generar polifenoles y otros metabolitos en las

plantas, de ahi la variedad de resultados en la investigacion.

Ademas en el presente estudio se realiz6 un Screening obteniéndose en el
extracto etandlico, (+) para flavonoides, (++++) para taninos, coincidiendo con el

estudio de (Montalvo, 2011) obteniendo como resultado valores parecidos.
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Grafico 4. Comparacién de Actividad Antioxidante




El presente estudié presentd en los resultados para actividad antioxidante, en
extracto acuoso 22% y etanolico 15%, estos valores son bajos comparados con
los valores encontrados por (Plazas, 2016) en las hojas de Miconia suma con
61.3% y en sus frutos verdes 89% pero en sus frutos maduros baja el valor a
34.8%, En el estudio de (Luliana, Purwanti, & Kris, 2016).la Actividad
Antioxidante en las hojas de la Melastoma malabathricum fue de 99.1%, en
extracto metandlico. Se evidencia ademas, que el extracto etandlico es mas

bajo que el valor reportado.

Llama la atencion los valores de Actividad Antioxidante obtenidos por
(Ocampo, Valverde, Colmenares, & Isaza, 2014). En extractos metandlico en
hojas Meriania speciosa en metanol con valores de 1,53%, en Meriania nobilis
en el extracto obtenido con hexano fue de 1,5% y el acuoso 0,43% valores

extremadamente bajos con relacién a Arthrostemma ciliatum Pav. ex D.

Los resultados del screning fitoquimico preliminar del presente estudio en el
caso del extracto etandlico revel6 baja presencia de polifenoles totales con un
valor de 0,16%; sin embargo, arroj6 una actividad antioxidante alta cuyo en
porcentaje de inhibicion de 15% , esto debido a su contenido de flavonoides (+),y
taninos (++++), compuestos que efectuaron un efecto sinérgico a la

concentracion de polifenoles potenciando su actividad antioxidante.

En el caso del extracto acuoso el contenido de Polifenoles totales fue de
0,64% y una actividad antioxidante del 22%, demostrando mayor actividad,
siendo proporcional al contenido de polifenoles; pero present6 baja cantidad de
flavonoides (+) y taninos (++), estas moléculas estan en menor concentracion
gue en el extracto etanolico, presuntamente existen moléculas mas solubles en
agua que en etanol que ayudan a potenciar la actividad antioxidante muy aparte
gue estan presentes metabolitos que no reaccionaron a la prueba para

flavonoides y taninos dando lugar a futuras investigaciones.
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Segun (Susanti, y otros, 2007) se ha determinado en especies de la familia
melastomatacea la presencia de metabolitos secundarios de tipo fendlico como
taninos hidrolizables, flavonoides y glicosidos, cianogénicos y en menor
proporcion terpenos y alquil bencenos. A partir de los extractos de flores, frutos
y hojas de especies de la familia se han aislado flavonoides de tipo antocianina,
glicosidos de flavona y flavonoles con actividades antioxidantes vy

antibacterianas.

Recalcando que nuestras muestras fueron en el tallo al contrario de los otros
estudios que fueron analizados diferentes 6rganos como frutos y hojas,
podemos realizar una comparacion al ser de la misma familia podriamos decir

gue comparten algo en coman.
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IV.7. CONCLUSION

e Se prepararon el extracto acuoso y etandlico de los tallos de

Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don, en un volumen de 50 ml.

e Se determind la concentracion de polifenoles totales en extracto acuoso y
etandlico con valores de 0.65% y 0.16% por el método de Folin-Ciocalteu

(Espectrofotometria).

e La actividad antioxidante se determiné por el método del radical de DPPH
con valores de 15% para el extracto etandlico y 22% para el extracto
acuoso por lo que la mayor actividad antioxidante esta presente en el

extracto acuoso.
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IV.8. RECOMENDACIONES

e Se debe proseguir realizando diferentes estudios del tallo de la
Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don. con el propdsito de determinar su

composicién quimica y su actividad biolégica.

e Analizar el contenido de &cidos organicos y vitamina C en la
Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don debido a su sabor acido.

e Efectuar futuras investigaciones utilizando sus hojas, flores y raiz para

determinar polifenoles y actividad antioxidante.

e Sequir el estudio con mas profundidad para saber que moléculas
exactamente son las que tienen actividad farmacolégica o actividad
antioxidante presentes en la especie Arthortesmma ciliatum Pav. ex D.

Don.

48



GLOSARIO

e ABTS: el acido 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) o
ABTS es un compuesto quimico utilizado para observar la cinética de
reaccion de enzimas especificas.

e Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don: Esta planta tropical con
pétalos que se caen con el menor movimiento es comun en orillas de
caminos y sitios perturbados, es un género de plantas herbaceas
pertenecientes a la familia Melastomataceae.

e Actividad farmacolégica: o actividad biologica son los efectos
benéficos o adversos de una droga sobre la materia viva. Cuando la
droga es una mezcla quimica compleja, esta actividad es ejercida por
los principios activos de la sustancia o farmacélogos pero puede ser
modificado por los otros constituyentes.

e Acetona: Compuesto organico liquido, incoloro, de olor agradable,
inflamable y volatil, que se obtiene a partir del acetato de calcio, del
acido acético o de los gases procedentes del petréleo; también se
produce en el organismo humano por la combustion incompleta de las
grasas.

e Azucares reductores son aquellos azlcares que poseen su grupo
carbonilo (grupo funcional) intacto, y que a través del mismo pueden
reaccionar como reductores con otras moléculas que actuaran
como oxidantes.

e Capacidad o actividad antioxidante: habilidad de los compuestos
antioxidante para captar y estabilizar los radicales libres.

e Compuestos Fendlicos: son compuestos organicos en cuyas
estructuras moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo
aromatico unido a lo menos a un grupo hidroxilo.

e DMPD: (N, N-dimetil-pfenilendiamina)

e DPPH: Abreviatura del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil. Este es un
radical libre estable soluble que es neutralizado mediante un

mecanismo de transferencia de hidrégeno.
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Etanol: Liquido incoloro, de olor fuerte e inflamable que se obtiene por
destilacion de productos de fermentacidon de sustancias azucaradas o
feculentas, como la uva, la melaza, la remolacha o la papa, forma parte
de numerosas bebidas (vino, aguardiente, cerveza, etc.) y se emplea
principalmente como desinfectante.

Espectrofotometria: es un método cientifico utilizado para medir
cuanta luz absorbe una sustancia quimica, midiendo la intensidad de
la luz cuando un haz luminoso pasa a través de la solucion muestra,
basandose en la Ley de Beer-Lambert.

Folin-Ciocalteu: El reactivo es una mezcla de fosfomolibdato y
fosfotungstato, usado para la determinacién de antioxidantes fendlicos
y polifendlicos.

Fitoquimica: es una disciplina cientifica que tiene como objeto el
aislamiento, andlisis, purificacién, elucidacion de la estructura y
caracterizacion de la actividad biologica de diversas sustancias
producidas por los vegetales.

Flavonoides: son pigmentos naturales presentes en los vegetales y
que protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes,
como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias
guimicas presentes en los alimentos, etc.

Screening: El tamizaje fitoquimico o Screening fitoquimico es una de
las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite
determinar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes
en una plantay a partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento
de los extractos para el aislamiento de los grupos de mayor interes.
Melastomataceae (alternativamente Melastomaceae) comprende
unos 200 géneros y 4.500 especies de plantas herbaceas anuales o
perennes, arbustos y pequefios arboles. Se distribuyen por las zonas
tropicales (dos tercios de los géneros en América).

Metanol: Liquido incoloro y muy téxico, obtenido por destilaciéon de la
madera a baja temperatura o mediante la reaccién del monoxido de
carbono y el hidrogeno, que se emplea para desnaturalizar el alcohol

etilico y como aditivo de combustibles liquidos.
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e Solubilidad: Capacidad de una sustancia o un cuerpo para disolverse
al mezclarse con un liquido.

e Tanino: Compuesto fendlico que abunda en muchas plantas y frutos.
Son hidrosolubles, de sabor aspero y amargo. Su composicion quimica
es variable pero poseen una caracteristica comun, la de ser

astringentes y coagular los alcaloides, albuminas y metales pesados.
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ANEXOS

Herbario GUAY

Facultad ce Oencias Naturakes
Universddad ce Guayaqull

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subdase: Magnoliidae Novak ex Takhv
Crden: Mytales Juzs. ex Serche. & J. Presl
Famdia: Melstomataceae Juss.

Género: Arthrastenoma Pav. ex D, Dan

Nombre dentifica vigente: Arthvostemma clVatum Pav. ex D. Don

Descripdon tavondmica

Herbacea trepadera; talla escancente, tetragonal, vwerde, glabro. Haojas simples, opuestas,
ldmina ovada, plinerva, margen finamente aseraco. Inflorescendas paniculas, terminales.
Corcla de 4 pétalos, libres, Ma. Clir de & sépalos, verde. Ovarkd indero, 4 I6odos. Fruta
abayado

Av. Juan Tanca Marenga y Av. Gomnez Lince s.n
PO.B0x 050110634

Guayacud -Ecuador

Anexos A. Certificacion Taxondmica
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Anexos B. Determinacion de Humedad

Anexos C. Determinacion de Cenizas
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Anexos D. Muestra Recolectada de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don
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Anexos E. Extractos Etandlico y Acuoso de Arthrostemma ciliatum Pav. ex D. Don
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