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RESUMEN

El proposito de esta investigacion fue determinar la actividad antioxidante in vitro de
las cremas elaboradas a base de Nasturtium officinale “berro”; para cumplir con el
objetivo se trabajé de manera correcta en la obtencion de la muestra vegetal teniendo
en cuenta los criterios de inclusion y exclusién. Con esta muestra se preparé un extracto
hidroalcohdlico a una concentracion del 20%; del cual se obtuvo el filtrado secAndose
en la estufa a 60°C; posteriormente, se aislo la porcion flavonoica en acetato de etilo

con el equipo de Soxlhet.

Para la curva de calibracion se emple6 la quercetina como patrén diluido en alcohol de
96°c.s.p. 25 mL, seguidamente de esta solucion preparada se extrajo volimenes de 50
pL, 100 pL, 150 pL, 200 uL, 250 pL, 300uL, 350 pL aforados con alcohol de 96° hasta
25 mL. Se dejé reposar por 30 minutos y las absorbancias fueron leidas en el
espectrofotdmetro a 248 nm (estas diluciones se convirtieron a concentraciones de
0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,2; 0,24; 0,28 mg/mL respectivamente). EI mismo
procedimiento se realiz6 para la cuantificacion de flavonoides en la porcién flavonoica.
Asu vez se prepar6 dos cremas a concentraciones de 300 pg/ mL y 400 pug/mL para
determinar la capacidad antioxidante, mediante el método 2,2 - difenil -1-
picrilhidrazilo (DPPH); para ello se armo un sistema de 5 tubos (blanco, patrén, control,
muestra 01 y muestra 02) en las mismas condiciones y las muestras fueron leidas en el

espectrofotdbmetro a 517 nm.
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Los resultados mostraron que la crema de 300 pg/ mL y 400 pg/mL presentan
porcentaje de captacion de radicales libres de 98,08% y 56,95% respectivamente,
existiendo asi diferencias significativas (p = 0,000) al analisis ANOVA. Concluyendo
de esta forma que la crema de 300 pg/mL tiene mayor actividad antioxidante que la

crema de 400 pg/mL.

Palabras claves: Radicales libres, actividad antioxidante, 2,2-difenil -1-

picrilhidrazilo, Nasturtium officinale “berro”



ABSTRACT

The purpose of this research was to determine the in vitro antioxidant activity of creams
made from Nasturtium officinale "watercress™; to meet the objective, work was carried
out correctly in the obtaining of the plant sample taking into account the inclusion and
exclusion criteria. with this sample, a hydroalcoholic extract was prepared at a
concentration of 20%; from which the filtrate was obtained by drying in the oven at 60
° C; subsequently, the flavonoic portion was isolated in ethyl acetate with Soxlhet's

equipment.

Quercetin was used as a standard diluted in 96 ° c.s.p. alcohol for the calibration curve.
25 mL, then from this prepared solution volumes of 50 pL, 100 pL, 150 pL, 200 pL,
250 pL, 300 pL, 350 pL volumetric with alcohol from 96 ° to 25 mL were extracted.
It was allowed to stand for 30 minutes and the absorbances were read in the
spectrophotometer at 248 nm. (These dilutions were converted to concentrations of
0,04; 0,08; 0,12; 0,16; 0,2; 0,24; 0,28 mg / mL respectively) The same procedure was
carried out for the quantification of flavonoids in the flavonoid portion. In turn, two
creams were prepared at concentrations of 300 g / mL and 400 pg / mL to determine
the antioxidant capacity, using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method; For

this, a system of 5 tubes (blank, standard, control, sample 01 and sample 02) was



assembled under the same conditions; the samples were read in the spectrophotometer

at 517 nm.

The results showed that the 300 pg / mL and 400 pg / mL cream present a percentage
of free radical uptake of 98,08% and 56,95% respectively, thus, there are significant
differences (p =0,000) in the ANOVA analysis. Concluding in this way that the 300 ug

/ mL cream has higher antioxidant activity than the 400 pg / mL cream.

Keywords: Free radicals, antioxidant activity, 2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl,

Nasturtium officinale "water cress"
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INTRODUCCION

Al paso de los afios el estilo de vida ha ido cambiando en gran manera;
ahora es mas facil y rapido obtener alimentos procesados. Sin embargo, casi
todos estos productos contienen ingredientes que son altamente dafiinos
para la salud, ocasionando un gran impacto en el organismo de las personas
y  produciendo  enfermedades  cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, obesidad, diabetes y envejecimiento®. En la actualidad,
una dieta rica en antioxidantes se ha convertido en uno de los pilares méas
importantes para combatir el desequilibrio Redox en el cuerpo humano
(también Ilamada reaccion de transferencia de electrones, donde la
sustancia que pierde electrones se oxida y la sustancia que gana electrones
se reduce)?; este mecanismo es la clave para que las células intervengan en
el principal proceso bioenergético. Debido a la formacion de radicales libres
(RL) y el desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno conllevan a

diversas patologias, dando lugar al llamado estrés oxidativo®.

Uno de los 6rganos méas dafiados por los radicales libres es la piel, que se
ve afectada por la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), los
cuales activan multiples vias de transduccion de sefiales intracelulares para
provocar apoptosis de los queratinocitos*. Por otro lado, otro factor
implicado en el dafio de la piel es la radiacion ultravioleta (RUV) la cual

induce la formacion de RL con subsecuente dafio dermo - epidérmico, todo



esto lleva al desequilibrio de la defensa antioxidante provocando
aceleracion del envejecimiento y predisposicion de cancer cutaneo®. En este
sentido, los organismos buscan constantemente resistir este dafio mediante
el uso de antioxidantes endégenos (sustancias que resisten el oxigeno y
ciertos oxidantes)®, pero cuando la reaccion de oxidacion es mayor que la
de los antioxidantes, conlleva a la busqueda de nuevos productos con
actividad antioxidante en especies vegetales ricos en flavonoides y taninos
para mantener el equilibrio; algunos ejemplos son las antocianidinas (rojo -
azulado de las fresas), catequinas (t¢ verde y negro), citroflavonoides
(naranjina, que da sabor amargo a la naranja, limén y toronja),
isoflavonoides (genisteina y daidzaina presentes en soya y sus derivados),

protoantocianidinas (en semillas de uva y vino tinto), entre otros®.

Como se menciono en los parrafos anteriores, es muy importante describir
la extensa biodiversidad de la flora del Per(, lo que permite conocer plantas
con actividad antioxidante; tales como: camu-camu, tumbo serrano, guinda,
noni, yacon, carambola, aguaymanto, tomate de arbol, entre otros’; sumado
a esta amplia diversidad vegetal, en la region Cajamarca existen especies
vegetales tales como paico, laurel, verbena, tara, capuli, etc. que presentan
actividad antioxidante; esto se debe a la presencia de polifenoles siendo
alguno de ellos taninos, flavonoides, glucosinolatos, los cuales se

encuentran distribuidos en su composicién fitoquimica. La planta de interés



en este estudio es Nasturtium officinale “berro”, presentando metabolitos
secundarios como flavonoides, glucosinolatos responsables de su actividad
antioxidante. Por eso tratamos de prestar la debida atencion a esta planta

aparentemente sin valor medicinal.

Por otra parte, la industria farmacéutica desconoce las caracteristicas de
muchas especies vegetales. Estas caracteristicas son de gran ayuda en el
desarrollo de productos en beneficio de la humanidad. Es por ello que con
el fin de contribuir al desarrollo de la medicina moderna y enriquecer los
conocimientos actuales, nos planteamos la siguiente pregunta de

investigacion:

¢Cual sera la actividad antioxidante in vitro de las cremas elaboradas

a base de Nasturtium officinale “berro”?

Teniendo para ello los siguientes objetivos:

Objetivo general

e Determinar la actividad antioxidante in vitro de las cremas

elaboradas a base de Nasturtium officinale “berro”.



Objetivos especificos

Cuantificar la cantidad de flavonoides presentes en la porcion
flavonoica de Nasturtium officinale “berro”.

Formular dos cremas a base de la porcidon flavonoica de Nasturtium
officinale “berro” a concentraciones de 300 pg/mL y 400 pg/mL.
Comparar el porcentaje de captacion de radicales libres en las
cremas a base de la porcion flavonoica de Nasturtium officinale
“berro” a diferentes concentraciones, mediante el método de 2,2 —

difenil — 1 - picrilhidrazilo (DPPH).



MARCO TEORICO

2.1 Teorias que sustentan la investigacion

Klimek M y Halina A (2018)® En su investigacion realizada sobre la
“Composicion quimica, uso tradicional y profesional en medicina y estudios
biotecnoldgicos de Nasturtium officinale “berro” administraron extracto de
metanol a ratas con tumor de Ehrlich a concentraciones de 250, 500,
700mg/kg de peso corporal. Mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia acoplada a espectrometria de masas (HPLC — ESI — MS),
confirmaron que la presencia de glucosinolatos (gluconasturtina) de las
plantas pueden reducir el dafio al ADN de los linfocitos y aumentar las
concentraciones plasmaticas de luteina y B-caroteno. Ademas, aprovecharon
para preparar extractos metanolicos de hojas, tallos y flores de berros,
obteniendo mayor capacidad antioxidante en los extractos de hojas a través
del método DPPH. También comprobaron que cuenta con otros principios
activos como isotiocianatos, polifenoles (flavonoides, acidos fendlicos,
proantocianidinas), terpenos (incluidos los carotenoides), vitaminas (B1, B2,

B3, B6, E, C) y elementos bioldgicos.

Navarro A, Padilla A, Davila R, Pérez M y Sosa R (2008)° Investigaron
la actividad antioxidante de Nasturtium officinale “berro”, en ello evaluaron

el efecto antioxidante de dos preparaciones de extractos (aceitosos y



alcohdlicos) por espectroscopia infrarroja y ultravioleta-visible. En la prueba
antioxidante los extractos se almacenaron en la oscuridad a una temperatura
de 40 °C durante un tiempo prolongado; facilitando la identificacion de

antioxidante por colorimetria.

Otro tipo de anélisis fue el estudio cinético de la oxidacion del peréxido de
hidrogeno de dos extractos de berros en presencia de &cido linoleico, donde
observaron que el extracto de alcohol contiene la menor cantidad de
productos de oxidacién; comprobando asi que la fase oleosa tiene menor
capacidad antioxidante. A la vez mediante la espectroscopia infrarroja, se
determind que el extracto oleoso presentd la actividad antioxidante menor
debido a la formacién de productos por degradacion de la clorofila, y asi
formando derivados del glucosilonato gracias a los cambios de temperatura
y a la pérdida del atomo de magnesio, ello provocaria la sustitucion de
protones para favorecer un cambio en el medio, lo cual explica la reduccién

del efecto antioxidante en el aceite.

Aires A, Carvalho R y Saavedra M (2013)*° Realizaron una investigacion
sobre la “Caracterizacion fitoquimica y propiedades antioxidantes de brotes
de berros producidos bajo el sistema de produccion ecoldgica” con el
propdsito de evaluar la composicion quimica y propiedades antioxidantes de
Nasturtium officinale “berro” mediante un sistema de produccion ecolégico,

utilizando hojas frescas y tiernas de “berros” a través de los métodos HPLC-



DAD (cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccidon de matriz de
diodos) y HPLC-MS (cromatografia liquida de alta resolucion con
espectrometria de masas de deteccion de matriz de diodos), en donde
identificaron compuestos fendlicos y Glucosinolatos (glucornasturtina).
Como resultado se encontrd niveles medios de fenoles individuales: Acido
galico 16.0, Acido clorogénico 33.0, Acido cafeico 2.0, quercetina-3-O-
rutinésido 200.0, en muestras de brotes de berros organicos cuantificados
por HPLC, expresados mg/kg de peso seco siendo este método mas
recomendable para la identificacion de antioxidantes.

Los investigadores han podido comprobar que los extractos de brotes de
berros han demostrado alta capacidad antioxidante, esto puede deberse a la
presencia de acido cafeico, quercetina, gluconarturtina.

Fogarty M, Hughes C, Burke G y Brown J (2013)!! Realiz6 un proyecto
[lamado “La suplementacién aguda y crénica del berro atenda el dafio al
ADN de las células mononucleares periféricas inducidas por el ejercicio y la
peroxidacion de lipidos”, para probar la siguiente hipotesis: la
suplementacién con berros agudos (2 horas antes del ejercicio) y berros
crénicos (8 semanas de ejercicio) puede reducir el estrés oxidativo causado
por el ejercicio. Las muestras de sangre se tomaron al inicio de la
investigacion (antes de la suplementacion), en reposo (antes del ejercicio) y
después de realizar ejercicio, cada sujeto alcanzo la fatiga voluntaria después

de la suplementacion crénica y aguda. Mediante esta investigacion los



autores muestran que la ingesta de berros a corto y largo plazo reduce el dafio

al ADN inducido por el ejercicio y la peroxidacion lipidica.

Giallourou N, Oruna C y Harbourne N (2016)! En su investigacion
titulada “Efectos de los métodos de procesamiento doméstico sobre el
contenido fitoquimico del berro (Nasturtium officinale)” sometieron 100g
de berro a diferentes procesos domésticos: coccion (90°C) durante 2,5,10
minutos, horno microondas cocinado en su totalidad a una potencia (1400
W) durante 1, 2 y 3 minutos y a vapor con 500 mL de agua en la vaporera
por 5, 10 y 15 minutos, ademas realizaron un picado para ensalada dejando
reposar por 30, 60, 120 minutos a temperatura de ambiente. A la vez
determinaron los fenoles totales y actividad antioxidante (usando el ensayo
FRAP), obteniendo como resultado la mayor cantidad de fenoles totales en
los berros frescos (14.86 + 2.02 mg), asi también la presencia de carotenoides

y glucosinolatos.

Los investigadores comprobaron que la ebulliciébn disminuye
significativamente (P <0,05) el total de contenido fendlico en comparacion
con las muestras frescas. Las pérdidas fendlicas fueron de 49% hasta 71%
en las muestras hervidas durante 2 y 10 minutos respectivamente.
Finalmente, el uso de horno microondas y a vapor durante hasta 5 minutos

no afectd significativamente el contenido fendlico de berros (P> 0,05); estas



pérdidas durante la ebullicién pueden atribuirse a la lixiviacion de

compuestos solubles en agua.

Akbari M, Khazaei M, Khazaei F y Naseri L (2019)* Llevaron a cabo una
investigacion titulada “El extracto hidroalcoholico de Nasturtium officinale
L. mejord la lesién oxidativa inducida por oximetolona en los parametros de
los testiculos y los espermatozoides de ratones” Para ello, dividieron 30
ratones machos en 5 grupos, incluyendo el control con dosis de 25, 50 y 100
mg/kg de extracto de Nasturtium officinale disueltos en 0,5mL de agua
destilada, mas 5mg/kg de oximetolona. Al finalizar el estudio de 40 dias;
cuantificaron los niveles séricos de hormona luteinizante (LH), hormona
estimulante del foliculo (FSH), testosterona, 6xido nitrico (NO), capacidad
de poder de reduccion férrica (FRAP) y factores estereoldgicos de los
testiculos. Los resultados fueron evaluados mediante cromatografia de
liquidos, la ionizacion por electro pulverizaciéon, llegando a la conclusion
que el extracto de Nasturtium officinale disminuye el NO sérico y mejora los
niveles hormonales (LH, FSH y testosterona) con 150mg/kg al dia. Ademas,
mantiene la importante morfometria en indicadores (peso testicular,
volumen y epitelio seminifero, altura, diametro de la luz tubular y el tejido
intersticial), siendo asi mejoran la calidad de los espermatozoides gracias a
la presencia de muchos antioxidantes encontrados (quercetina, &cido
ferulico, apigenina, proantocianidina B1 y kaempferol). Por lo tanto, esta

planta se puede usar para tratar a hombres con infertilidad.



Casanova N, Simoniello M, Lépez My Carballo M (2017)** Estudiaron el
“Efecto modulador del berro contra el estrés oxidativo inducido por
ciclofosfamida en ratones” donde evaluaron el efecto in vivo de la planta de
berro sobre el estrés oxidativo en ratones. Se administrd jugo de berro a todos
los animales mediante sondas a dosis (0,5 y 1 g/kg de peso corporal) durante
15 dias consecutivos antes de la inyeccidn intraperitoneal de ciclofosfamida
(100 mg/kg de peso corporal); después de las 24 horas los ratones fueron
sacrificados para la investigacion de biomarcadores del estrés oxidativo:
actividad de catalasa, actividad de superoxido dismutasa, peroxidacion de
lipidos y equilibrio de glutation. Obteniendo como resultado que la ingesta
de berros previo a la administracion de ciclofosfamida ha mejorado la
actividad del superoxido dismutasa en eritrocitos, también en la médula dsea
y en los tejidos del higado, ademas resistio a los efectos de la ciclofosfamida
y reforzo el balance de glutation comparado con los grupos de control

respectivos.

Ozen T (2009)" Investigo las propiedades antioxidantes de los extractos de
hojas de Nasturtium officinale (berros); donde se ha evaluado la actividad
antioxidante total con el método de tiocianato férrico, y el método de
eliminacién de radicales 1,1 — difenil — 2-picrilhidrazilo (DPPH), estas
actividades anion superoxido in vitro y la peroxidacion de lipidos in vivo,

demostro que el extracto etanolico es mas activo en la actividad antioxidante
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total, reduciendo los radicales DPPH y la eliminacién de radicales anién
superdxido. Concluyendo que los extractos de N. officinale demuestran una
disminucion de peroxidacion lipidica en el higado, el cerebro y los rifiones,

demostrandose asi su potente capacidad antioxidante.

Zeb A (2015)* Se estudi6 el perfil fendlico y la capacidad antioxidante del
berro silvestre (Nasturtium officinale L.) para evaluar el potencial de la
investigacion futura y su aplicacion en ingredientes bioactivos neuroactivos
y funcionales. Se analizaron un extracto metandlico y un extracto acuoso de
berros (raices, tallos y hojas) para determinar el contenido total de fenoles
(utilizando el reactivo de Folin Ciocalteu) y la actividad captadora de
radicales libres (mediante el método DPPH). Las caracteristicas fendlicas de
hojas y raices se estudiaron mediante HPLC-DAD de fase reversa. Donde
sus resultados fueron que el extracto de metanol presenta mayor cantidad de
compuestos fendlicos totales a diferencia del extracto acuoso
correspondiente. La actividad de eliminacion de radicales del extracto de
metanol es mas alta que el del extracto acuoso; identificando 14 tipos de
compuestos fendlicos en las hojas, entre los cuales el acido cumarico, el
acido caftarico y con mayor cantidad los derivados de quercetina. En las
raices, se identificaron un total de 20 compuestos, entre ellos el acido
cumarico y sus derivados, el acido sinapico, el acido caftarico y los

principales compuestos fenolicos derivados de quercetina. Concluyendo
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2.2

que, el berro tiene una importante actividad antioxidante por su contenido

fendlico, lo cual indica su potencial significado bioldgico.

Ayvar J (2018)% En su investigacion titulada Actividad antiinflamatoria y
antioxidante in vitro de la porcion flavonoica aislada de las hojas de
Nasturtium officinale “berro”. Obtuvo la fraccion flavonoica realizando en
primera instancia la preparacion de un extracto hidroalcoholico; éste se
desengraso con éter de petréleo para eliminar grasas, ceras, pigmentos y
otros metabolitos, luego realiz6 una extraccion liquido-liquido con acetato
de etilo. La fraccion flavonoica de acetato de etilo obtenida fue utilizada para
determinar la actividad antioxidante in vitro mediante el método DPPH
pesando 24 mg y disolviendo en 100 mL de metanol, a la vez la fraccion
flavonoica a concentraciones 50, 100, 200, 300 y 400 pg/mL versus un
estandar de Trolox a las mismas concentraciones de la fraccion aislada.
Como resultado obtuvieron que la fraccién flavonoica aislada de las hojas de
Nasturtium officinale “berro” a concentraciones de 300 y 400 pg/mL
presentaron mayor porcentaje de actividad antioxidante con un 74,6% y

88,4% respectivamente.

Bases tedricas

2.2.1. Floraen el Peru

El Pert esta ubicado en Sudamérica y es un pais con una gran

variedad de costumbres, cultura, gastronomia, flora y fauna,
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tomamos al magnifico rio Amazonas como nuestro principal
atractivo. En promedio 25000 especies diferentes viven en nuestras
costas, montafias y selvas; el 30% de las cuales son Unicas en el
mundo, ademas de papas, pimientos, maiz, tubérculos y raices. En
las zonas costeras, la vegetacion suele existir en las laderas himedas
del lado andino frente al mar; por otro lado, las altas montanas se
caracterizan por arbustos (tola), quinuales y pastos como el ichu a

una altitud de 4.000 msnm?’.

Las plantas medicinales generalmente provienen de poblaciones
naturales, donde sus beneficios se realizan artificialmente y son de
corta duracién. El método incorrecto de extraccion de estas plantas
es perjudicial porque afecta el desarrollo y la proteccion de ellas en
diferentes partes del pais, es por ello que el reconocimiento de los
mismos debe ser un paso clave para protegerlos y promoverlos,

porque muchos de ellos tienen trascendencia econémica o ecoldgica.

Por otro lado, el 80% de las plantas medicinales se obtienen del
medio silvestre, razon por la cual estas especies vegetales se han
convertido en productos muy importantes en el mercado
farmacéutico, aumentando asi la demanda de las mismas,

principalmente en las zonas selvaticas, donde suele haber abundantes
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2.2.2.

tales como: abuta, achiote, ajo sacha, bolsa mullaca, chuchuhuasi,
clavo huasca, copaiba, ufia de gato entre otros.

Asimismo, en el Peru, Lima se ha convertido en un centro basico de
abastecimiento de plantas medicinales, por lo que existen muchas
empresas relacionadas con esta actividad, como laboratorios,

droguerias, distribuidores, casas naturistas, farmacias, etc.*®,

Flora en Cajamarca

Cajamarca es un area con clima, geologia y topografia complicados.
Esto abrié el camino a la diversidad de especies vegetales en el norte
y sur, cuenta con una gran cantidad de zonas altoandinas en los
tramos superiores de la cuenca, que acumulan agua de forma
permanente en la laguna incluso en el mismo suelo, sin embargo, hay
muchas especies que se han perdido tales como el roble, la cascarilla,
el cedro, el saucecillo, el jacaranda, el aliso y el palo blanco, debido

a la tala indiscriminada de los pobladores®®.

Las jalcas son clave del ecosistema desarrollado por Cajamarca, y se
encuentran entre los 3.000 y 4.200 msnm. Ademas, es una fuente que
beneficia directa o indirectamente a la poblacion al proporcionar
cantidad y calidad de agua y el almacenamiento de carbono en la

atmasfera, lo que ayuda a controlar el calentamiento global. También
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2.2.3.

debemaos enfatizar que las especies silvestres medicinales usan jalcas
como su ultimo refugio, siendo su principal extintor la mano del

hombreZ.

Otro problema es la invasion de especies exéticas (pino y eucalipto)
gue han invadido muchas zonas de plantas primitivas. A pesar de
esto, es una zona densamente arbolada, con arboles altos y desiertos

con vegetacion de baja temperatura?L.

Es por ello que Cajamarca posee una gran cantidad de plantas con
propiedades antioxidantes, siendo las principales: Smallanthus
sonchifolius “yacon” (hojas y raiz)??, Myrcianthes discolor “lanche”
(hojas) y Piper anduncum “matico” (hojas)®?*. Asimismo, cabe
recalcar que Nasturtium officinale “berro” forma parte de esta region,

siendo una planta medicinal de comercio ambulatorio®,
Nasturtium officinale “berro”
Descripcion botanica

“Berro” es una planta herbacea, de unos 10 a 50 cm de altura 'y 200
cm de longitud, nace todo el afio y es originario del norte y oeste de
Europa, es muy conocido desde la antigtiedad, por eso los griegos y
romanos lo consumian aludiendo que el “Berro” mejora el caracter y

el poder. Se caracteriza por tener hojas brillantes, curvas en forma de
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cuchara, y los estudios han demostrado que tiene principios activos

como los glucosinolatos, vitamina A, C, B2y E, también cuenta con

minerales como, yodo, sodio, hierro, fésforo y magnesio. EI nombre

cientifico del “berro” es Nasturtium, que deriva del latin nasus que

significa "nariz" y tortus que significa torzido?®.

Taxonomia?’

e Reino

e Division
e Clase

e Orden

e Familia
e Género
e Especie

Nombres comunes

Plantae
Magnoliophyta
Dicotiledoneas
Brassicales
Brassicaceae
Nasturtium

N. officinale

El “berro” tiene diferentes nombres comunes, que varian segun el

pais de origen, siendo asi algunos de estos nombres: berros, berros

del agua, curuba del indio, tacso, parcha, curuba de castilla, curuba®,
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Habitat
La planta se encuentra en un clima templado, pero también puede
soportar temperaturas de 5°C a 23°C (crece a pleno sol), siendo estas

las condiciones correctas para su normal desarrollo.

Esta planta necesita nitrogeno para desarrollarse, y debido a las
condiciones anaerobicas necesita nitrogeno del agua. Ademas, esta
planta silvestre puede crecer en grandes cantidades en muchas
corrientes de riachuelos que no sean tan profundas, soportando un pH

de rango que esta entre 5.5 a 8267

En Ecuador existen dos lugares muy interesantes, como Otavalo y
Machachi (dada su ubicacion geogréfica lo permite) aptos para el
cultivo de "berros" en estado silvestre, estas areas se utilizan para
abastecer el mercado local. En el Per( encontramos a esta especie
ubicada entre los 2000-4200 msnm siendo uno de los departamentos

Ancash, la Libertad y Cajamarca®.

Actividad farmacoldgica

La actividad farmacoldgica de esta especie vegetal se debe a la
presencia de polifenoles en su estructura fitoquimica; por tanto, cabe
mencionar que los flavonoides son una especie de metabolitos

secundarios con determinadas propiedades, como: antibacterianos,
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antioxidantes,  antialérgico, antiviral, antinflamatorio 'y
cardioprotector. Ademas, los flavonoides son responsables de la
actividad inhibidora del factor de necrosis tumoral (TNF-a), la
produccion de éxido nitrico (NO) y la expresién sintasa de 6xido

nitrico inducible (iNOS)¥.

Composicion quimica®. La planta tiene varios componentes, de los
cuales algunos valen la pena mencionar:
e Vitaminas

Provitamina E

e Provitamina A

e Minerales: potasio, calcio, hierro, azufre, sodio.

e Fibra

e Agua

e Acido Félico

e Aminoacidos (glicina, histidina, alanina, entre otras)
e Beta caroteno

¢ Flavonoides

e (QGlucosidos.

Debido a sus propiedades, esta investigacion de Nasturtium

officinale “berro” busca comprobar su actividad antioxidante frente
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2.2.4.

a los radicales libres ya que al presentar en su composicion
fitoquimica los flavonoides y glucosinolatos, los cuales actian como
inactivadores de radicales libres o también como agentes quelantes
de metales prooxidantes (hierro y cobre). Su papel principal es la
reduccion de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y

de tumores®2.
Radicales libres (RL)

Los RL tienen dos puntos de vista: a nivel molecular se refiere a todas
las especies que presentan un electrén libre o desapareado en su capa
externa, es por ello que son muy inestables, muy reactivos, también
presentan una vida media corta y actlan cerca del sitio donde se
forman. A nivel celular los RL son moléculas ubicuas y difusibles
que se originan a través de muchos mecanismos como la cadena
respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones y las
reacciones de oxidacién, es por ello que al interactuar con las

biomoléculas fundamentales del organismo causan dafio celular®,

Las especies reactivas del oxigeno méas importantes son:
Radical hidroxilo, perdxido de hidrdgeno, anion superdxido, oxigeno

singlete, oxigeno nitrico, perdxido, ozono.

Los radicales del oxigeno se clasifican de la siguiente manera:
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Inorganicos o primarios: Se produce a partir de la transferencia de
electrones en el atomo de oxigeno, presentando distintos estados
durante el proceso de reduccion, presentan una vida media muy corta
y dentro de ellos se encuentran: el anion superdxido, el radical

hidroxilo y el 6xido nitrico.

Organicos o secundarios: Se pueden producir de 2 formas, por la
transferencia de un electron de un radical primario a una molécula
orgédnica o por la reaccion de dos radicales primarios entre si,
disponen una vida media ligeramente més larga que los primarios;

dentro de ellos se encuentran: oxigeno, carbono, nitrégeno y azufre.

Intermediarios estables relacionados con los radicales libres del
oxigeno: Se trata de un grupo de especies quimicas que no son
radicales libres, son derivados de estas sustancias o resultan de la
reduccion o metabolismo de estas, dentro de ellos estan: el oxigeno
singlete, el peréxido de hidrogeno, el &cido hipocloroso, el
peroxinitrito, el hidroperdxido organico.

Los RL se forman a nivel intracelular y extracelular. A nivel
intracelular tenemos a diferentes células que generan las especies
reactivas como neutrofilos, monocitos, macrofagos, eosinofilos y las

células endoteliales, también tenemos a diferentes enzimas como son
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la xantin-oxidasa, la indolamindioxigenasa, el triptéfano
dioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la
ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la monoaminooxidasa y la NADPH
oxidasa. A nivel extracelular, se pueden formar RL por la
administracion de paracetamol, tetracloruro de carbono, furosemida;
y otros agentes como el humo de cigarrillos, las radiaciones
ionizantes, la luz solar, el shock térmico. También en otras
situaciones como son: dieta hipercalorica, dieta insuficiente en
antioxidantes, procesos inflamatorios y traumatismos, fenémenos de

isquemia, ejercicio fatigante entre otros®,

e 3 e 3. e

0, » 0, >0, > 0, » 0 » 0%
ZH*\'
! 2H' H' '
H H,0 A
0, HO H,0, HO' H,0

Figura N°1. Generacion metabolica de diferentes ROS
(especies reactivas del oxigeno), por reduccién secuencial

por transferencia de un electron.

Fuente: Garcia O. Hacia el entendimiento de mecanismo del superdxido
dismutasa de magnesio [internet]. 2012. [citado el 26 de mayo del 2020]%.
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2.2.5. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias encargadas de retrasar o inhibir los
efectos de los radicales libres, estos tienen diferentes efectos sobres
estas sustancias reactivas, algunas de estas funciones son: neutralizar
el oxigeno singlete (estado excitado del oxigeno molecular), capturar
RL de hidroxilo, capturar oxigeno molecular, generar la forma

oxidativa de la vitamina E3*.

Los antioxidantes se pueden clasificar, segun el lugar de accion y

segun su origen.

Segun su origen:
Antioxidantes enddgenos: Presentes en el cuerpo humano y son
sintetizados por las células, estas son: superoxido dismutasa, el
glutation peroxidasa y la catalasa, lo cual ejercen actividades

bésicas.

- Antioxidantes exdgenos: Ingresan al cuerpo humano mediante la
ingesta de alimentos como vitamina A, E y C, los flavonoides y
licopenos®. Cabe decir que los flavonoides son una variedad de
polifenoles que estan presentes en diferentes plantas, debido a sus

propiedades antioxidantes actian como quelantes de hierro y
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secuestradoras de radicales libres (RL), inhiben las oxidasas,
como la lipoxigenasa (LO), la ciclooxigenasa (CO), la
mieloperoxidasa (MPO), la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa
(XO); preveniendo la produccion de especies reactivas del
oxigeno (ERO) en el cuerpo. De esta manera, los flavonoides
interferirdn con la reaccion de propagacion de estas especies
reactivas®’. La importancia de estos metabolitos es conocida y es
importante describir que Nasturtium officinale “berro” es una
especie natural con actividad antioxidante por sus compuestos
fendlicos y Glucosinolatos (glucornasturtina) los cuales le

atribuyen dicha propiedad.

Segun el sitio de accion en el organismo:

- Intracelular: Superdxidodismutasa, catalasa, peroxidasa,
DT-de afarasa, GSH y proteinas que ligan metales, sistemas
proteoliticos Vitamina C.

- Membrana: Vitamina E, betacarotenos y ubiquinol.

- Extracelular: ceruloplasmina, transferinas, lactoferinas,

albtiminas haptoglobinas, vitamina C y vitamina E®.
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C) Accién antioxidante

A) Macromolécula normal

[ ] Antloxidante
L lipidico més
‘ Electrones Vit. Een . importante
—= apareados alimentos
‘ L ]
Electrones
B) Macromolécula + Oxigeno ° . u‘lllleis para
se forma radical libre ° eliminar
° ° radicales libres
O et iy b D) Antloxidante
apareado
[ ]

Dona un electron

. . | (se oxida)
E) Control de radicales libres

(no perjudicial a la célula)

Figura N°2. Interaccidon entre radicales libres y

antioxidantes

Fuente: Lépez A. Vitaminas, salud y deporte. Parte Il. [Internet]. 2018.
[citado el 26 de mayo del 2020]; 13(2)*

2.2.6. Procesos oxidativos

La presencia de altos niveles de radicales libres o sustancias reactivas
desencadena el proceso de oxidacion, este es un proceso irreversible,
sin consumo energético y es involuntario. Por otro lado, las especies
reactivas, como el radical superdxido, estd unido con efectos
adversos sobre lipidos, proteinas, acidos nucleicos llegando hasta
producir mutaciones espontaneas. De otra manera puede ocurrir
cuando hay una gran cantidad de radicales libres en nuestro

organismo presenta muchos sistemas antioxidantes.
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2.2.1.

El desequilibrio de estas sustancias reactivas modifica el proceso,
que se denomina “Estrés Oxidativo”; dado que no existe un sistema
enzimatico correcto capaz de conservar su reproduccion dentro del
rango normal, por lo que los radicales libres en nuestro organismo
aumentaran. La disponibilidad de enzimas presentes en el organismo
humano, nos dice que hay un terreno favorable de la enfermedad que
estd relacionado con los defectos del sistema en controlar los
radicales libres como los que se producen normalmente durante el
ejercicio fisico, actividad muscular o producidos por causas externas
anormales como contaminacion ambiental, drogas, estrés, cigarrillos,
enfermedades por defectos de las enzimas o acumulacion de

radicales libres por infecciones cronicas.®

Hay muchas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo como
envejecimiento, cancer, diabetes mellitus, osteoporosis, obesidad,
aterosclerosis, procesos reumaticos, alteraciones cardiacas y

metabdlicas entre otras.3®
Cremas

Las cremas son mezclas emulsionadas de agua y sustancias grasas
(inmiscibles entre si), que se pueden mezclar mediante la accion
emulsionante para obtener una mezcla estable, su administracion es

via topica®.
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Estas pueden clasificarse en funcion del excipiente principal que

contengan:

- Cremas lipdfilas o cremas water in oil (W/O)
Son adecuados para preparar medicamentos liposolubles. Al
momento que se aplica a la piel, el agua incorporada se
evapora y la grasa se absorbe debido al cambio de
temperatura, causando una sensacion refrescante. Se
absorben de forma parcial, este tipo de cremas no se mezcla
con exudacion de la piel ni con el sudor. Tienen un efecto
oclusivo moderado, no es congestivo como las pomadas y
unglientos. Ademas, son indicadas para liberar principios
activos sobre la piel y no se eliminan con agua debido a su
alta proporcion de grasa. Se recomienda su uso en casos de

piel seca, reaccion dérmica o inflamacion crénica de la piel.

Un ejemplo de este tipo de cremas seria el Cold Cream, usado
en cosmetica, como excipiente en dermatologia, formada por
aceite de almendras, aceite de ballena, dulces, agua y cera de

abeja como emulsionante.

- Cremas hidrofilas o crema oil in water (O/W)

26



Son las cremas mas ideales para elaborar medicamentos
hidrosolubles; este tipo de cremas al ser aplicadas pierden
rapido el agua sin dejar ningln residuo evidente; debido a la
poca cantidad de grasa casi no tienen efecto oclusivo y se
absorbe rapido en la piel. Se mezclan bien con las secreciones
de la superficie cutanea y son excelentes para cuidar la piel
de la suciedad. Dado que su porcentaje de grasa es muy

pequefio, no manchan y se lavan rapido con agua®.

Excipientes

Son sustancias auxiliares que contribuyen a que se elabore
mejor una forma farmacéutica especifica, la funcion basica
del excipiente es ayudar de soporte al principio activo que se
quiera colocar sobre la piel, ademas el excipiente permitira
que el principio activo penetre menos o mas profundamente
por debajo del area de aplicacién y contribuyendo asi la

eficacia de la férmula.

Por otro lado, los excipientes ayudan a conservar los
mecanismos de defensa de la piel, asi tambien las
caracteristicas fisicas y quimicas como el grado de humedad

y pH.

Caracteristicas
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No debe causar irritacién o alergias en la piel, principio activo
con afinidad fisica y quimica, seguridad frente a diversos
factores ambientales para garantizar su conservacion,
estabilidad de ser apropiado para que su extension en la piel
sea facil y puedan dispensarse en tubos, caracteristicas
organolépticas agradables, estabilidad para incorporar
sustancias solubles en agua y en aceite, facilidad para actuar
sobre la piel grasa o seca, capacidad para transferir rapido a
la piel las sustancias activas, no resecar, ni desengrasar la

piel®.,

2.2.8. Fundamento tedrico del método DPPH para determinar

capacidad antioxidante*,

Este método es bien conocido, facil, rapido y adecuado para medir la
actividad antioxidante natural, debido a su alta sensibilidad. EI DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es un tipo radical libre orgénico de
nitrégeno estable que, al reaccionar con un antioxidante, cambia el
color violeta a amarillo o transparente. El electron impar del &tomo
de nitrogeno en el DPPH se reduce mediante la recepcion de un
atomo de hidrogeno proveniente de antioxidantes; mientras el DPPH

puede aceptar un electrén o radical para convertirse en una molécula
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estable. Esto es susceptible de determinar a longitud de onda de 515

0 517 nm.

Este método por lo general usa Trolox (analogo de la vitamina E)

como estandar de referencia®?.

SPe (A

r‘;rWﬁj

(Agente Antloxidante)

=
VIOLETA AMARILLD
Figura N°3. Método de captacion del radical 2,2-difenil-

1-picril-hidrazilo (DPPH).

Fuente: Castafieda C, Ramos L, Ibafiez V. Evaluaciéon de la capacidad
antioxidante de siete plantas medicinales peruanas [Internet].2011 [Citado el
18 de junio del 2020]*.
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I1l. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Unidad de anélisis, universo y muestra

3.1.1. Unidad de analisis

Cremas a base de la porcion flavonoica de Nasturtium officinale

“berro” a una concentracion de 300 pg/mL.

Cremas a base de la porcion flavonoica de Nasturtium officinale

“berro” a una concentracion de 400 pg/mL.

3.1.2. Universo

Cremas a base de la porcion flavonoica de Nasturtium officinale

“berro” a diferentes concentraciones.

3.1.3. Muestra

Crema a base de la porcién flavonoica de Nasturtium officinale

“berro” a una concentracion de 300 pg/mL

Crema a base de la porcién flavonoica de Nasturtium officinale

“berro” a una concentracion de 400 pg/mL

3.1.4. Criterios de inclusion
- Crema en buen estado.
- Crema con buenas caracteristicas organolépticas.

Cremas libres de microorganismos (bacterias, hongos).
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3.1.5. Criterios de exclusion
- Crema que presenta malas caracteristicas organolépticas.
- Crema que no presente un pH fisioldgico adaptable a la piel (valor
Optimo de pH entre 4 a 8.5).

- Crema diluida con poca consistencia.

3.2 Meétodos de investigacion
3.2.1. De acuerdo al fin que se persigue
Es béasica, porque no busca la aplicacion practica de sus
descubrimientos, sino el aumento del conocimiento para
responder a preguntas que puedan ser aplicados en otras

investigaciones.

3.2.2. De acuerdo al disefio de contrastacion
Es experimental, porque se manipula la variable de la actividad

antioxidante de las cremas a base de Nasturtium officinale

“berro”.

3.3.Técnicas de investigacion

a. Obtencion de la especie vegetal Nasturtium officinale “berro”

La especie vegetal Nasturtium officinale “berro” fue recolectada en el
centro poblado Otuzco, distrito de Bafios del Inca, provincia Cajamarca,

ubicada a 2,667 msnm.
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Se recolectd 20 kg de esta especie vegetal, después se trasladé a las
instalaciones del laboratorio de Tecnologia de la Universidad Privada
Antonio Guillermo Urrelo, donde se realizo el lavado y seleccion;
previamente secas fueron pulverizadas con ayuda de mortero y pilén
hasta obtener un polvo fino, posteriormente se almacend en un frasco de

boca ancha para la preparacion del extracto hidroalcohélico®.

. Obtencion del extracto hidroalcoholico

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Nasturtium officinale “berro”
se prepar0 al 20% p/v. En un frasco ambar se coloco 20 g de la muestra
(polvo seco) y 100mL de etanol de 80°, se dejé macerar por tres dias,
dandole movimiento tres veces cada 24 horas por 15 minutos. Pasado
las 72 horas de maceracion se filtro en un Beaker con ayuda de un
embudo y papel filtro. El extracto obtenido se coloco en una cépsula de
porcelana llevando a la estufa a 60°C hasta obtener una muestra seca,

extrayéndose con una espatula®®,

. Aislamiento de la porcion flavonoica

Después de obtener la muestra seca, se colocé en recortes de papel filtro
adecuandolas a un amarrado con pabilo; seguidamente se armé el equipo
Soxhlet y se utiliz6 como solvente thinner (mezcla de solventes

organicos: tolueno, cetonas, alcohol metilico, hexano, xilenos y ésteres)
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para el desengrasado, eliminacion de grasa, ceras, pigmentos y otros
metabolitos; esto se logré sometiendo la muestra a 3 sifoneos seguidos.
La muestra sec6 a temperatura ambiente y en un nuevo papel filtro se
prepard una vez mas para continuar el proceso de aislamiento.

Posteriormente se armé un nuevo sistema de Soxhlet con 300 ml acetato
de etilo en el cual se dejé pasar 5 sifoneos, obteniendo asi la porcién
flavonoica. Guardandose inmediatamente la solucion obtenida (porcién

flavonoica en acetato de etilo)?.

. Cuantificacion de flavonoides totales
Para hallar la curva de calibracion de quercetina

Se pesd 20 mg del patrén (quercetina) el cual fue diluido con alcohol de
96° c.s.p 25 mL. Seguidamente, de esta solucion preparada se extrajo
volumenes de 50 pL, 100 uL, 150 pL, 200 pL, 250 uL, 300 pL, 350 uL;
se aforo con alcohol de 96° hasta 25 mL luego, se dejo reposar por 30
minutos y las absorbancias fueron leidas en el espectrofotometro a 248
nm (estas diluciones se convirtieron a concentraciones de 0,04; 0,08;

0,12; 0,16; 0,2; 0,24; 0,28 mg/mL respectivamente).?®
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Para la cuantificacién de flavonoides

Se pes6 20 mg de la porcion flavonoica en acetato de etilo, la cual fue
diluida con alcohol de 96° c.s.p 25 mL. Seguidamente, se extrajo
volimenes de 50 uL, 100 pL, 150 uL, 200 uL, 250 uL, 300 uL, 350 uL;
aforados con alcohol de 96° hasta 25 mL luego, se dejo reposar por 30
minutos y las absorbancias fueron leidas en el espectrofotometro a 248
nm (estas diluciones se convirtieron a concentraciones de 0,04; 0,08;

0,12; 0,16; 0,2; 0,24; 0,28 mg/mL respectivamente).

. Elaboracion de las cremas (Cantidad de porcion flavonoica para la
elaboracion de las cremas)

Ayvar J (2018), aislo la porcion flavonoica de Nasturtium officinale
“berro” a concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400ug/mL, donde
obtuvo mayor actividad antioxidante en las concentraciones de
300pug/mL y 400ug/mL con un 74,6% y 88,4% respectivamente. Debido
aello se calculé la cantidad necesaria de porcion flavonoica para agregar

a la formulacion de las cremas?®

Formulaciones Porcién flavonoica (mL)
Formulacion N°01 0,2459
Formulacion N°02 0,3278
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Crema N°01: 300pg/mL

Formulacién de la crema:

Excipientes y cantidades a utilizar para la formulacion
de la crema N°01

Acido estearico 1,29
Alcohol cetilico 0,99
Aceite de almendra 39
Tween 80 0,529
Metilparabeno 0,015¢
Benzoato de sodio 0,03g
Propilenglicol 4,59
Span 80 0,18g
Agua 19,414

Proceso de preparacion de la crema

El proceso se realizo teniendo en cuenta las dos fases que componen la
crema; es asi que en la fase oleosa (Beaker N°01) se fundio el acido
estearico, alcohol cetilico, aceite de almendra y span 80. En la fase
acuosa (Beaker N°02) se fundio metilparabeno, benzoato de sodio,
propilenglicol, tween 80 y agua, hasta obtener una muestra homogénea,
dado esto se mezclaron la fase acuosa sobre la fase oleosa; seguidamente
se adiciond 0,2459 mL de la porcion flavonoica con movimientos lentos.

Finalmente se envaso y etiquetd**.
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Crema N°02: 400pg/mL
La formulacién y elaboracion de la crema N°02, se utiliz6 el mismo
procedimiento de la crema N°01, a diferencia de la cantidad de la

porcion flavonoica que es de 0,3278 mL.

Procedimiento para el control de calidad

Determinacion del pH

Se disolvid una porcidn de crema en un recipiente con agua destilada y
utilizamos el medidor de pH para la determinacién (valor normal entre
4 a8.5); observando el valor de 5.4 para la crema N°01y 5 para la crema

N°02.

Color

Esta caracteristica se evalué de manera visual, en el cual observamos el

color blanco, no presentd manchas, particulas ni grumos.
Olor

No presentd olores irritantes ni rancios, el olor es caracteristico

permaneciendo incluso hasta los dias de su almacenamiento®.
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f. Determinacioén de la actividad antioxidante de las cremas a base de

Nasturtium officinale “berro”

El método que se utilizo para determinar dicha actividad antioxidante
fue de Brand-Willams con algunas modificaciones, donde se hizo uso
del equipo espectrofotometro y la lectura se realiz6 a una longitud de
onda de 517 nm*®,
e Preparacion del DPPH

En una fiola se prepar6 5 mg de DPPH aforado con metanol hasta

25 mL“®,

e Preparacion de Trolox (6-hidroxi-2, 5, 7, 8 tetrametilcromo -2-
acido carboxilico)
Se utiliz6 una fiola de 10mL para la dilucion de 2mg de Trolox

aforado con metanol®’.

e Sistema de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Blanco : 1000uL de metanol

Patron : 960uL de DPPH + 40uL de Trolox

Control : 960uL de DPPH + 40puL metanol

Muestra 01 : 960uLL de DPPH + 40ulLde la dilucion de la

crema a concentracion de 300pg/mL
Muestra 02 : 960uL de DPPH + 40uL de la dilucion de la

crema a concentracion de 400ug/mL
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Una vez terminado se llevé a bafio maria a 37°C por 30 minutos,
posteriormente se midieron las absorbancias a una longitud de onda
de 517 nm*.

Se calculé el porcentaje de actividad antioxidante mediante la

siguiente formula“®:

%AA=100- {(Am - Ab) *100/A control}

Doénde:

%AA = Porcentaje de actividad antioxidante.
Am = Absorbancia de la muestra

Ab = Absorbancia del blanco

A control = Absorbancia del reactivo DPPH

3.4. Instrumentos, equipos y reactivos
3.4.1. Instrumentos
- Programa Baésico Estadistico Excel 2016.
- Programa estadistico para ciencias sociales (SPSS)
- Prueba post hoc (Tukey)
3.4.2. Equipos
- Balanza Analitica, Marca Ohaus Adventurer y Modelo
AROG640.
- Equipo de Bafio Maria, Marca Brand y Modelo 652 31229 x
240 - 14Kk,

- Refrigeradora, Marca Coldex y Modelo TA04YO07EXBO.
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- Espectrofotometro Modelo: Spectronic© 20 GenesysTM

- Estufa, Marca Whirlpool Y Modelo ww5000500.

3.4.3. Reactivos
- DPPH. (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) 99%. Laboratorio:
Alorich.
- Trolox. (R)-(+)-6-hidroxi-2, 5, 7, 8 tetrametilcromo -2-acido
carboxilico 98%. Laboratorio: Spectrum.
- Quercetina del Laboratorios Merck.
- Etanol 96°, del Laboratorio Alkofarma.

- Metanol 99,8%, del Laboratorio Scharlau.

3.4 Técnicas de analisis de datos
Los datos obtenidos fueron procesados de la siguiente manera: para
determinar la porcién flavonoica los datos fueron ingresados al programa
Microsoft Excel y para determinar la actividad antioxidante que presentan
las cremas elaboradas se emple6 la técnica estadistica de andlisis de varianza
(Anova) que ayudd para comparar el promedio de los resultados de los
grupos de estudio y una prueba post hoc (Tukey) que compara el promedio

de los grupos analizados.
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3.5 Aspectos éticos de la investigacion
El presente trabajo de investigacion se realizo utilizando cantidades minimas
de la especie vegetal Nasturtium officinale “berro”, garantizando la

proteccion y cuidado de la especie®.
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Absorbancia (248 nm)

RESULTADOS
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Grafico N°1. Curva de calibracion obtenida para la quercetina.

Interpretacion: En la curva de calibracion de quercetina se observa la
ecuacion de la recta que es y = 0,0014x - 0,0234 y el valor del coeficiente de
determinacion representado por R% = 0,9125, estos parametros se miden en

funcidn de la concentracion del analito.
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Tabla N°1. Cuantificacion de flavonoides en la porcion de acetato

de etilo expresados en mg EQ de quercetina/100g de muestra.

Absorbancia

. promedio de Flavonoides
Absorbancia !
. : la porcion totales (mg EQ
Concentracion promedio de )
(mg/mL) patron flav0n0|ga de (_je
) Nasturtium  quercetina/100 g
quercetina -
officinale de muestra)
""Berro"
0,04 0,061 0,011 122,857
0,08 0,082 0,017 144,286
0,12 0,135 0,021 158,571
0,16 0,344 0,026 176,429
0,2 0,316 0,03 190,714
0,24 0,366 0,036 212,143
0,28 0,452 0,039 222,857

Interpretacion: En la tabla N°1 se observa las absorbancias promedio de

quercetina, de la porcién flavonoica de Nasturtium officinale "berro” y la

cantidad de flavonoides presentes en las diferentes concentraciones.
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Tabla N°2. Porcentaje de captacion de radicales libres de las
cremas a base de la porcidn flavonoica de Nasturtium officinale

"berro” con respecto al patron Trolox mediante el método de

DPPH.
(%) Crema 300 (%) Crema 400
g de porcion ug de porcion
PROMEDIO DE (%) flavonoica de flavonoica de
ABSORBANCIAS Trolox Nasturtium Nasturtium
officinale officinale
"berro" "berro"
0,434 99,33
0,439 98,08
0,582 56,95

Interpretacion: La tabla N°2 muestra la comparacion del porcentaje de
captacion de radicales libres de las cremas elaboradas a base de la porcion
flavonoica de Nasturtium officinale "berro” a concentraciones de 300 y 400
Hg/mL encontrandose una captacion de 98,08 y 56,95% respectivamente,

con respecto al patron Trolox que fue de 99,33%.
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¥ (%) Crema 300 pg/mL de fraccion flavonoica de Nasturtium officinale "berro”

(%) Crema 400 pg/mL de fraccion flavonoica de Nasturtium officinale "berro”

Gréfico N°2. Porcentaje de captacion de radicales libres de las
cremas elaboradas a base de la porcién flavonoica de Nasturtium
officinale "berro™ con respecto al patron Trolox mediante el

método de DPPH.

Interpretacion: EI grafico N°2 muestra la comparacion del porcentaje de
captacion de radicales libres de las cremas elaboradas a base de la porcion
flavonoica de Nasturtium officinale "berro” a concentraciones de 300 y 400
pg/mL encontrdndose una captacion de 98,08 y 56,95% respectivamente,

con respecto al patrén Trolox que fue de 99,33%.
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Tabla N°3. Significancia estadistica de acuerdo a la prueba

ANOVA de

400pg/mL de Nasturtium officinale “berro”

las cremas a concentraciones de 300pg/mL vy

Suma de Media )
Gl o F Sig.

cuadrados cuadratica

Entre

grupos 3835,409 2 1917,704

Dentro de 4836,886 0,000

3,172 8 0,396
grupos
Total 3838,580 10

Interpretacion: En la tabla N°3 se muestra un analisis estadistico

comparativo mediante el ANOVA. Se obtuvo un valor de p =0,000 para la

comparaciéon entre todos los grupos, indicando que existe diferencias

significativas.
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Tabla N°4. Significancia estadistica de acuerdo a la prueba POST

HOC Tukey para el patron, crema de 300ug y crema de 400ug de

Nasturtium officinale “berro”

(1) Grupo () Grupo Difer-encia de Error sig.
medias (1-J) estandar

Patrén Crema 300 pg | 1,25000 0,45984 0,061
Crema 400 pg | 42,38000 0,45984 0,000

Crema 300 pg | Patrén -1,25000 0,45984 0,061
Crema 400 pg | 41,13000 0,51412 0,000

Crema 400 pg | Patrén -42,38000 0,45984 0,000
Crema 300 pg | -41,13000 0,51412 0,000

Interpretacion: La tabla N°4 muestra un analisis comparativo mediante la

prueba Tukey, que se realizaron a los porcentajes de capacidad atrapadora

de radicales libres de la crema de 300ug, crema de 400g en comparacion

con el Patron, evidenciandose diferencias significativas entre la crema de

400ug vy el Patron (p < 0,05); mientras que al comparar la crema 300ug con

el Patron, no se evidenci6 diferencias significativas (p > 0,05).
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DISCUSION

Las diferentes enfermedades que aquejan a la poblacion tales como: cancer,
diabetes mellitus, osteoporosis, obesidad, aterosclerosis, procesos
reumaticos, alteraciones cardiacas, metabodlicas, envejecimiento, entre
otras; todas ellas tienen en comun su desarrollo a nivel celular, dando paso
al llamado estrés oxidativo; proceso que inicia por un desequilibrio en el
organismo entre sustancias antioxidantes y radicales libres; en tal sentido,
los antioxidantes pueden tomarse como posibles solucionadores a dichas

enfermedades®.

Es asi, siendo notoria la importancia de estos metabolitos para dar posible
solucién a estos problemas de salud, la ciencia a través de sus estudios e
investigaciones ha logrado desarrollar antioxidantes sintéticos, que son de
aprovechamiento en la industria alimenticia, pero trayendo consigo
complicaciones de salud a largo plazo por su uso continuo; es alli donde
nace el interés por estudiar el reino vegetal y sus beneficios, saliendo a
realce los antioxidantes naturales. Estos metabolitos en estudios in vitro
han demostrado gran eficacia, conllevando a despertar aun mas el interés

en ellos®.
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En relacion a ello, Klimek M y Halina A (2018)8, realizaron un estudio de
Nasturtium officinale “berro”, hallando que esta planta herbacea presenta
compuestos polifendlicos en su composicion, esto le atribuye efectos
medicinales como antibacterianos, antioxidantes, antialérgico, antiviral,
antinflamatorio y cardioprotector, asimismo los investigadores detallan que
fue hallado como parte de su composicion fitoquimica los compuestos
fendlicos y glucosinolatos que le dan la actividad antioxidante a esta
especie vegetal. De igual manera, Ozen T (2009)*° y Rengifo D (2018)%?,
en sus estudios demostraron que esta planta presenta antioxidantes

naturales por los diferentes metabolitos que existen en su estructura.

Estudiando mas a detalle sobre los metabolitos de gran importancia de
Nasturtium officinale “berro”, Maravillas A (2017)%, indica que la
capacidad antioxidante de los flavonoides es debido a sus propiedades
estructurales que presentan un grupo catecol en el anillo B; un doble enlace
insaturado entre C2 y C3 en el anillo C y; un grupo hidroxilo en C3 en el

anillo C.

Dentro de este marco de importancia, queda demostrado la capacidad
antioxidante que presenta Nasturtium officinale “berro”, por lo cual, en este

estudio realizado, deseamos obtener la porcion flavonoica (este es un
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metabolito con capacidad antioxidante) en acetato de etilo para poder
determinar el porcentaje de captacion de radicales libres que presenta
nuestra planta en estudio, y también determinar si este porcentaje de

antioxidantes se mantiene en férmulas farmacéuticas como cremas.

En relacion a la parte metodoldgica de nuestro trabajo de investigacion,
podemos describir que, para obtener la porcidn flavonoica primeramente
se realizd la preparacion de un extracto hidroalcohoélico, seguidamente se
realizd el desengrasado con thiner y finalmente se separ6 la porcion
flavonoica con acetato de etilo. Proceso similar describe Ayvar J (2018)%
solo diferenciandose la concentracién de DPPH la cual fue de 24 mg en

100mL.

Como segundo paso se realizd la cuantificacion de flavonoides en la
porcion de acetato de etilo expresados en mg EQ de quercetina/100g de
muestra, a concentraciones de 0,04; 0,08; 0,12; 0,16 ;0,2 ;0,24; 0,28 mg/mL
y se encontrd 122,857; 144,286; 158,571; 176,429; 190,714; 212,143,
212,143 mg de flavonoides respectivamente, esto indica que la mayor
porcion de flavonoides se encuentra en la ultima concentracion como se

muestra en la tabla N°1.
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Posteriormente, para comparar la actividad antioxidante entre las cremas
de 300 pg/mL y de 400 pg/mL a base de la porcion flavonoica de
Nasturtium officinale “berro”, se utilizd6 el método de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), ya que, Guija E et al (2015)*, afirman en sus
investigaciones que este metodo se usa preferentemente para evaluar la

actividad antioxidante de los radicales libres en especies vegetales.

Finalmente, la crema de 300 pg/mL presenta mayor actividad atrapadora
de RL con un porcentaje de 98,08%, no asi la crema de 400 pg/mL, la cual
mostrd tener menor capacidad antioxidante de 56,95%. Estos datos al ser
introducidos al software Microsoft Excel 2016 muestran una significancia
estadistica de acuerdo a la prueba ANOVA, siendo para la primera crema
a concentracion de 300ug/mL p>0,05, mientras que en la segunda crema a

concentracion de 400 pg/mL p<0,05, tal como se muestra en tabla N°4.

Los resultados obtenidos y descritos anteriormente se pueden fundamentar
con el estudio realizado por Kuskoski M, Asuero A, Troncoso A, Mancini
J, Fett R (2020)°, quienes mencionan que la capacidad antioxidante de una
mezcla no solo deriva de la suma de las capacidades antioxidantes de cada
componente; sino también depende del microambiente donde se encuentra

el compuesto. Los compuestos interactian entre si y pueden producir
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efectos sinérgicos o inhibitorios; esto explica la variacién de porcentaje de
captacion de RL en las dos concentraciones diferentes de cremas
elaboradas a base de Nasturtium officinale “berro”, de igual modo, Frankel
E (2012)*, indicé que el uso de distintos sustratos lipidicos tendra un
impacto significativo en la actividad de diversos antioxidantes segln su
naturaleza hidréfila o lipdfila; las caracteristicas de solubilidad vy
distribucion afectan la actividad de los antioxidantes en un sistema
heterogéneo donde se distribuyen de manera diferente entre las fases
acuosa y lipidica; debido al mecanismo de oxidacion y descomposicion del
hidroperdxido varia con la temperatura, por lo que se pueden obtener
diferentes resultados a diferentes temperaturas; y los distintos métodos
utilizados para seguir la oxidacion pueden dar resultados variables segln
los diferentes efectos de los antioxidantes en la formacion de
hidroperoxidos y su descomposicion. Las eficiencias de antioxidantes
relativas cambian significativamente de un sustrato lipidico oxidante a
otro. En el mismo sustrato lipidico, la actividad relativa de los
antioxidantes generalmente depende de la concentracion de los

antioxidantes.

Para culminar, dado que Nasturtium officinale “berro” es una especie
vegetal en investigacion, no fue posible encontrar mas investigaciones

sobre la actividad antioxidante de cremas a base de este vegetal que se haya
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comprobado por medio de la experimentacion, es por ello que con esta
investigacion se pretendioé anadir la accion antioxidante del “berro” a
formas farmacéuticas topicas ya que segun Castellanos G, Alcala D
(2010)*°, mencionan que estos preparados son facilmente utilizados por la
poblacion y al ser usados por via tépica mejora sus beneficios para la piel
por lo cual, la concentracion de antioxidantes y el vehiculo son factores
importantes en su efectividad. Por otro lado Castafio C (2018)° afirma que
las cremas topicas son en la actualidad una estrategia clave para la prevenir
las manifestaciones cutaneas, por lo que es la via responsable del
envejecimiento celular; debido a esto revisan activos cosméticos que son
capaces de neutralizar su efecto y la relevancia del mismo, por lo que es
fundamental la aplicacion de activos antioxidantes que pueden minimizar
los efectos del estrés oxidativo y retrasar la muerte celular que se oculta

tras el proceso de envejecimiento de la piel.
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VI.

CONCLUSIONES

La actividad antioxidante de las cremas elaboradas a base de la
porcién flavonoica de Nasturtium officinale “berro”, fue de 98,08%

en la crema de 300 pug/mL y 56,95% en la crema de 400 pg/mL.

Se cuantifico los flavonoides presentes en la porcién flavonoica de
Nasturtium officinale “berro”, obteniendo como resultado

212,143mg en 100g de muestra a una concentracion de 0,28 mg/mL.

Se comparé la actividad antioxidante in vitro de las cremas de
300ug/mL y 400 pg/mL a través del método 2,2- Difenil-1-
Picrilhidrazilo (DPPH) encontrandose que la crema de 300 pg/mL

tiene mayor actividad antioxidante que la crema de 400 pg/mL.
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VII. RECOMENDACIONES

- Profundizar los conocimientos sobre los compuestos fitoquimicos
de Nasturtium officinale “berro” para la formulacion de formas

farmacéuticas con actividad antioxidante.

- Se recomienda realizar estudios de pre formulacién de productos
farmacéuticos a base Nasturtium officinale “berro” para utilizar su

actividad antioxidante.

- Realizar estudios de comparacion del efecto antioxidante de
Nasturtium officinale “berro” con otras especies vegetales de

Cajamarca.

- Usar como medicina alternativa las hojas de Nasturtium officinale

“berro”, ya que mostré tener actividad antioxidante.
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ANEXOS



ANEXO N° 1

FORMULA UTILIZADA PARA DETERMINAR EL PORCENTAJE DE
LA CONCENTRACION DE FLAVONOIDES EN LA PORCION
FLAVONOICA DE Nasturtium officinale “berro”

Y=0,0014 x — 0,0234
Y= absorbancias

X= concentraciones

Despejando X para hallar la concentracion de flavonoides

X=Y +0,0234 /00,0014

0,04mg/mL

Y=0,011 —> X=24571

0,08mg/mL

Y=0,017 —> X=28,857

0,12mg/mL

Y=0,021 —> X=31,714
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0,16mg/mL

Y=0,026 ——>

0,2mg/mL

Y=0,03 —

0,24mg/mL

Y=0,03% ——

0,28mg/mL

Y=0039 ——

X= 35,286

X= 38,143

X= 42,429

X=44,571
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ANEXO N° 2

FORMULA PARA DETERMINAR EL PORCENTAJE DE CAPTACION DE

RADICALES LIBRES POR EL METODO 2,2 DIFENIL-1- PICRILHIDRAZIL

(DPPH)
%AA= 100- {(Am - Ab) *100/A control}
Donde:
%AA = Porcentaje de actividad antioxidante
Am = Absorbancia de la muestra
Ab = Absorbancia del blanco

A control = Absorbancia del reactivo DPPH

a) Promedios de absorbancias para calcular la captacion de radicales libres:

DPPH+ DPPH+
BLANCO CONTROL PATRON hcvin  GREMA

DPPH + DPPH + 300 pg/mL

LECTURAS

(METANOL) \ eTANOL TROLOX 400 pg/mL
1 0,415 0,369 0,430 0,481 0,576
2 0,432 0,424 0,433 0,407 0,564
3 0,449 0,25 0,440 0,428 0,605
PROMEDIO 0,432 0,348 0,434 0,439 0,582
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b) Célculos:

Patron:

%AA = 100 - {(0,434 — 0,432) *100/0,348}
%AA = 99,33

Crema 300 pg/mL:

%AA =100 - {(0,439 — 0,432) *100/0,348}
%AA = 98,08

Crema 400 pg/mL:

%AA =100 - {(0,582 — 0,432) *100/0,348}

%AA = 56,95

75



ANEXO N°03

GALERIA FOTOGRAFICA

Fotografia 01: Recoleccion y lavado de la especie vegetal Nasturtium officinale
“berro”

Fotografia 02: Secado y seleccidn de las hojas de la especie vegetal
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Fotografia 04: Preparacion del extracto hidroalcohdlico
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Fotografia 05: Filtrado del extracto hidroalcohdlico de la muestra Nasturtium
officinale “berro”
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Fotografia 06: Secado del extracto hidroalcohdlico en estufa
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Fotografia 08: Preparacion de los reactivos a utilizar para la cuantificacion de
flavonoides totales

79



Fotografia 09: Elaboracion de dos cremas con la fraccién flavonoica de Nasturtium
officinale “berro”

Fotografia 10: Preparacion de reactivos y diluciones de las cremas para la
determinacion de la actividad antioxidante
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Fotografia 11: Lectura de las respectivas absorbancias
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