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RESUMEN

El género Miconia consta de aproximadamente 700 especies distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales
de las Américas y es el mas representativo de la familia Melastomataceae. Diferentes especies de Miconia se usan
ampliamente en la medicina popular como agentes antiinflamatorios, para el tratamiento de enfermedades
infecciosas. En la regién de Ayacucho, se han reconocido tres especies endémicas M. ayacuchanensis Wurdack, M.
lachnoclada Wurdack y M. madisonii Wurdack, recolectadas en la seja de la selva del Valle del Rio Apurimac, Ene
y Mantaro. El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo cuantificar el contenido de fenoles totales,
flavonoides y determinar la capacidad antioxidante de tres especies endémicas del género Miconia del departamento
de Ayacucho. La cuantificacion de fenoles totales (FT) se realizé por el método Folin — Ciocalteau, la cuantificacion
de flavonoides se realizo utilizando el reactivo de tricloruro de aluminio y la actividad antioxidante se realiz6 por el
método DPPH. Las tres especies de Miconia presentaron triterpenos y compuestos fendlicos, como los flavonoides,
quinonas y cumarinas. El extracto de las hojas de M. ayacuchanensis presentd el mayor contenido de FT, con un
valor de 362,7 £ 0,7 mgAG/g, seguido por los extractos de las hojas M. lachnoclada y las hojas de M. madisonii,
con valores de 340,8 + 0,3 y 319,9 + 0,9 mgAG/g, respectivamente. El extracto de las hojas de M. ayacuchanensis
presentd el mayor contenido de flavonoides con un valor de 55,0 + 0,4 mgERu/g, seguido por los extractos de las
hojas de M. lachnoclada y las hojas de M. madisonii con valores de 50,7 + 0,3 y 44,3 + 0,3 mgERu/g,
respectivamente. El extracto de las hojas de M. ayacuchanensis presentd mayor actividad antioxidante a la
concentracion de 100 pg/mL con un valor de 91,8 + 0,2%; aunque estadisticamente menor al Trolox (p<0,05), que
presentd una actividad antioxidante de 94,9 + 0,2%. También M. lachnoclada y M. madisonii presentaron alta
actividad antioxidante con valores de 81,3 + 3,4% y 79,2 + 2,0%, respectivamente. Se concluye que las hojas de las
tres de especies de Miconia endémicas del departamento de Ayacucho presentan alto contenido de compuestos
fendlicos y alta actividad antioxidante.

Palabras clave: M. ayacuchanensis Wurdack, M. lachnoclada Wurdack, M. madisonii Wurdack, actividad
antioxidante, miconias endémicas.

CONTENT OF TOTAL PHENOLS, FLAVONOIDS AND ANTIOXIDANT CAPACITY
OF THREE ENDEMIC SPECIES OF THE GENUS MICONIA FROM THE
DEPARTMENT OF AYACUCHO - 2019

ABSTRACT

The genus Miconia consists of approximately 700 species distributed in the tropical and subtropical regions of the
Americas and is the most representative of the Melastomataceae family. Different species of Miconia are widely
used in folk medicine as anti-inflammatory agents, for the treatment of infectious diseases. In the Ayacucho region,
three endemic species have been recognized: M. ayacuchanensis Wurdack, M. lachnoclada Wurdack and M.
madisonii Wurdack, collected in the jungle seja of the Valle del Rio Apurimac, Ene and Mantaro. The present
research work aimed to quantify the content of total phenols, flavonoids and determine the antioxidant capacity of
three endemic species of the genus Miconia from the department of Ayacucho. The quantification of total phenols
(FT) was carried out by the Folin-Ciocalteau method, the quantification of flavonoids was carried out using the
aluminum trichloride reagent and the antioxidant activity was carried out by the DPPH method. The three species of
Miconia presented triterpenes and phenolic compounds, such as flavonoids, quinones and coumarins. The extract of
the leaves of M. ayacuchanensis presented the highest content of FT, with a value of 362.7 + 0.7 mgAG/g, followed
by the extracts of the leaves M. lachnoclada and the leaves of M. madisonii, with values of 340.8 £ 0.3 and 319.9 +
0.9 mgAG/g, respectively. The extract of the leaves of M. ayacuchanensis presented the highest content of
flavonoids with a value of 55.0 + 0.4 mgERu/g, followed by the extracts of the leaves of M. lachnoclada and the
leaves of M. madisonii with values of 50.7 + 0.3 and 44.3 + 0.3 mgERu/g, respectively. The extract of the leaves of
M. ayacuchanensis presented higher antioxidant activity at a concentration of 100 pug/mL with a value of 91.8 +
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0.2%; although statistically lower than Trolox (p <0.05), which presented an antioxidant activity of 94.9 + 0.2%.
Also M. lachnoclada and M. madisonii presented high antioxidant activity with values of 81.3 =

3.4% and 79.2 = 2.0%, respectively. It is concluded that the leaves of the three endemic Miconia species in the
department of Ayacucho have a high content of phenolic compounds and high antioxidant activity.

Keywords: M. ayacuchanensis Wurdack, M. lachnoclada Wurdack, M. madisonii Wurdack, antioxidant activity,
endemic miconia.
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INTRODUCCION

El género Miconia consta de aproximadamente 700 especies distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales
de las Américas! y es el méas representativo de la familia

Melastomataceae, con amplia distribucion en el continente americano. Diferentes especies de Miconia se usan
ampliamente en la medicina popular brasilefia como agentes antiinflamatorios, para el tratamiento de enfermedades
infecciosas y varios sintomas que pueden estar relacionados con ROS (Almeida et al., 1998; Alves et al., 2000;
Rodrigues et al., 2008, 2011; Lima et al., 2018)2.

Las especies pertenecientes a la familia Melastomataceae son arbustos, hierbas o arboles de distribucion pantropical,
con mayor presencia de especies en la region occidental de América del Sur, la Guayana y sudeste del Brasil. En
Colombia la familia esta representada por 64 géneros nativos que incluyen méas de 900 especies, distribuidas en la
mayoria de ecosistemas desde el nivel del mar hasta las zonas de paramo (Mendoza y Ramirez, 2006)3.

La familia Melastomataceae es reconocida en el Pert con 43 géneros y 660 especies (Brako & Zarucchi, 1993; Ulloa
Ulloa et al., 2004), principalmente arbustos y arboles; asimismo, se han reconocido 169 especies y 13 taxones
subespecificos como endemismos, en 26 géneros; y el género Miconia incluye el mayor ndmero de especies
endémicas. Las Melastomataceae endémicas se encuentran principalmente en las regiones Bosques Muy Humedos
Montanos, Bosques Muy Humedos Premontanos y Bosques HUimedos Amazénicos, entre los 100 y 3500 m de
altitud*.

Los extractos de Miconia y los compuestos aislados han demostrado diversas actividades bioldgicas, como
antibidticas, antitumorales, analgésicas y antipaltdicas (Hasrat et al., 1997; Cunha et al., 2003)>¢. Varias especies de
plantas del género Miconia se usan comUnmente en la medicina popular como agentes antiinflamatorios y para el
tratamiento de enfermedades infecciosas?, son utilizados para tratar dolor géstrico y la gastritis (Silva et al., 2000)°.
Las infusiones y extractos de especies de Miconia también se usan como analgésicos, antimicrobianos,
antipaldicos, antioxidantes, antiinflamatorios, antinociceptivos, antimutagénicos y antitumorales?’.

En la medicina tradicional principalmente de Asia y Sur América son reconocidas por sus propiedades astringentes,
hemostaticas, antibacterianas y antidiarréicas (Freire et al, 2002)2. En Colombia, algunas especies de esta familia son
conocidas por sus propiedades medicinales para el tratamiento de la malaria, infecciones, heridas en la piel,
enfermedades respiratorias, calculos en la vejiga, otras dolencias genitourinarias y como diurético (Garcia, 1974).
Las especies de melastomataceas de las zonas rurales del Distrito Capital son principalmente usadas con fines
maderables y ornamentales (Gutiérrez et al, 2011)3,

Los estudios fitoquimicos de especies de Miconia muestran una composicidn rica en fenélicos (Pieroni et al., 2011;
Serna y Martinez, 2015)?, contienen triterpenos (Chan et al., 1992; Macari et al., 1990), flavanonas (Li et al., 2001)
y compuestos de quinona (Bernays et al., 1984)°.

Estudios previos en especies de Miconia han demostrado la presencia de triterpenos, cumarinas y benzoquinonas
(Lowry, 1968; Macari et al. 1990; Chan et al. 1992; Gunatilaka et al. 2001)°.

Por medio de los estudios de quimicos de extractos y fracciones de especies de esta familia se ha determinado la
presencia de metabolitos secundarios de tipo fenolico 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 y antibacterianas (Susanti et al, 2007)3.

En los dltimos afios se ha incrementado el interés en la blsqueda de antioxidantes naturales. Actualmente es
evidente que exista una relacion entre alimentacion y las enfermedades cronico — degenerativas, las cuales también
se relacionan directamente con los radicales libres y estdn asociados con una serie de patologias que afectan
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masivamente a la poblacion. Esto es debido en gran parte al estrés oxidativo generado, contribuyendo de manera
significativa el estilo de vida, tipo de alimentos que se ingieren y la manipulacién o exposicion a sustancia quimicas
que contribuyen a la disminucion de la resistencia a las enfermedades®.

Los compuestos fenolicos tienen una gran capacidad antioxidante, considerada la actividad bioldgica responsable
del efecto preventivo sobre algunas enfermedades de origen cardiaco e inmunolégico. Dentro de esta gran familia
pueden encontrarse tres grupos principales: acidos fendlicos, los polifenoles y los flavonoides, siendo estos Gltimos
el grupo mas comun. La finalidad o mecanismo de estos compuestos reside en su capacidad para captar los radicales
libres que se pueden generar en las células del cuerpo humano que son resultado de la combinacion de muchos
factores ambientales, incluida la contaminacion atmosférica®.

En la region de Ayacucho, se han reconocido tres especies endémicas M. ayacuchanensis Wurdack, M. lachnoclada
Wourdack y M. madisonii Wurdack, recolectadas en la seja de la selva del Valle del Rio Apurimac, Ene y Mantaro
(VRAEM)*.

En ese sentido, en razon a la informacidn desarrollada pérrafos anteriores, se planted el presente trabajo de
investigacion y estuvo orientado a cuantificar el contenido de fenoles totales, flavonoides y determinar la capacidad
antioxidante de cuatro especies endémicas del género Miconia del Departamento de Ayacucho.

MATERIAL Y METODOS
Disefio metodoldgico

Lugar de ejecucién. El trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio del Centro de Desarrollo, Anélisis y
Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioguimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga.

Definicion de la muestra. La muestra estuvo constituida por las hojas y frutos de las tres especies del Género
Miconia.

Procedimiento experimental

a) Andlisis fitoquimico
Preparacion de extractos. Se prepararon cuatro extractos de cada droga vegetal de las trece especies. Se peso 2
g de cada droga vegetal seca y molida, y se adicion6 20 mL de solvente por separado (cloroformo, etanol 96%,
agua y acido clorhidrico). La extraccidn se realizo por maceracion con agitacion por 24 horas®.

Estudio fitoquimico preliminar. Para la identificacion de los metabolitos secundarios se emple6 el método de
analisis cualitativo de principios activos a través de test preliminares'®!!. Segun el tipo de extractos se evaluo la
presencia de los siguientes metabolitos: triterpenos y/o esteroides (ensayo de Liebermann-Burchard), quinonas
(ensayo de Borntrager), flavonoides (ensayo de Shinoda), cardioténicos (reactivo de Kedde), cumarinas (reactivo
de Baljet), fenoles y/o taninos (reactivo de cloruro férrico), antocianinas (ensayo de pH), saponinas (ensayo de
espuma), alcaloides (ensayos de Dragendorff, Meyer y Wagner).

b) Determinacion de compuestos fenolicos

Preparacion del extracto.- Los extractos de las tres especies fueron obtenidos por percolacion, usando como
solvente una etanol 70°. El percolado fue filtrado, concentrado en un rotavapor y secado en una estufa a 40°C %2,

Cuantificacion de fenoles totales.- Se utilizé el método de Folin Ciocalteau descrito por Sousa et al. (2007)*2,
Se prepar6 una solucidn stock de acido galico de 60 pg/mL y soluciones estandar de acido galico de 10; 20 y 40
pg/mL. Se midié 100 pL de cada solucién estandar y adiciond 500 pL de reactivo de Folin Ciocalteau (1:10) y
400 pL de Na,COs 7,5%. Se dejaron reposar durante 30 minutos y se midieron las absorbancias a 765 nm. Para
la cuantificacion de compuestos fenolicos en los extractos, se procedié de igual manera, para lo cual se
prepararon previamente soluciones del extracto seco de 200 pg/mL en etanol 50°. Se calcul6 el porcentaje de
fenoles totales expresados en miligramos equivalentes de &cidos galico por gramo de muestra (MgEAG/Qg).

Cuantificacion de flavonoides.- Se utilizd el método descrito por Barron et al. (2011)%*. Se prepar6 una
solucién stock de rutina de una concentracion de 40 pug/mL. Se midieron diferentes volimenes de la solucién
stock, se adicionaron 0,5 mL de AICl; 2% y completaron a volumen de 5,0 mL con etanol 50°, de tal manera que
se obtuvieron soluciones estandar de 8 pg/mL hasta 32 pg/mL. Se dejaron reposar 30 minutos y luego se midid
las absorbancias a 415 nm. Para la cuantificacion de flavonoides en los extractos secos, se procedio de igual
manera que las soluciones estandar, para ello se prepararon soluciones del extracto seco de 800 pg/mL en etanol
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50°. Se calcul6 el porcentaje de flavonoides totales expresados en miligramos equivalentes de rutina por gramo
de muestra (mgERu/Q).

c) Determinacion de la actividad antioxidante
Preparacion del extracto.- Para la cuantificacion de la actividad antioxidante se utilizaron los extractos
preparados para la cuantificacion de compuestos fendlicos.

Cuantificacion de la actividad antioxidante por el método DPPH.- Se utilizd el método DPPH descrito por
Sousa et al. (2007)%. Se prepar6 una solucion de DPPH de 40 pg/mL en etanol de 96°, a partir del cual se
prepar6 soluciones estandar de DPPH de 1; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35 y 40 pg/mL. Se dejaron reposar 30 minutos
y luego se midieron las absorbancias a 515 nm, utilizando como blanco la solucion de etanol de 96°. Para la
determinacion de la actividad antioxidante del Trolox y los extractos, se prepararon soluciones de una
concentracion de 500 pg/mL en etanol 96°, a partir de las cuales se prepararon diluciones de 25; 50; 100; 150;
200 y 250 pg/mL. Se midieron 300 pL de cada dilucion y se adicionaron 2,7 mL de solucion de DPPH (40
pg/mL). Se dejaron reposar 30 minutos y se midieron las absorbancias a 515 nm, calibrando el
espectrofotometro con el blanco (300 pL de agua y 2,7 mL de DPPH). Se calculé el porcentaje de actividad
antioxidante:

Ac— (Ap — A
AA(%) = %} % 100
(o

donde, AA: Actividad antioxidante; Ac: Absorbancia del control; Am: Absorbancia de la muestra; Ab: Absorbancia
del blanco.

Se calcul6 la concentracion media de inhibicion (Clsp) de la actividad antioxidante de la ecuacion exponencial (y =
yo +AeR0x) del porcentaje de DPPH remanente versus concentracion Trolox y extractos, utilizando el software
OriginPro.

Anélisis de datos

Los resultados del contenido de fenoles totales, flavonoides y la concentracion media inhibitoria de la actividad
antioxidante corresponden a la media de tres repeticiones. Para la comparacion de medias se aplicé la prueba de
Anélisis de Varianza (95%), seguido de la prueba de comparaciones multiples de Duncan, utilizando el Software
IBM SPSS Statistics 23,

RESULTADOS

En la tabla 1, se presentan los resultados del analisis fitoquimico preliminar de tres especies endémicas del género
Miconia. Los resultados demuestran que las hojas de M. ayacuchanensis, M. lachnocladay M. madisonii presentaron
una similar composicion de metabolitos secundarios, entre los que se puede resaltar a los triterpenos y compuestos
fendlicos, como los flavonoides, quinonas y cumarinas.

Estudios en otras especies de Miconia han demostrado que los taninos o polifenoles son los metabolitos secundarios
mas abundantes y representativos, a este tipo de compuestos se les atribuyen las caracteristicas astringentes y
antioxidantes de un gran nimero de especies. Los taninos presentes son hidrolizables y poseen ntcleos derivados de
los acidos galico y elagico (Yoshida et al. 2005; Isaza J et al. 2004)3. Asimismo, se ha reportado que las partes
aéreas de M. rubiginosa contienen acidos ursélicos y oleanoicos, ademas de triterpenos como aamirina, B-amirina,
lupeol y B-sitosterol®; el extracto metandlico de las hojas de M. cabucu contiene un dimero de flavona ligado a Ce-
Ce, asi como glicdsidos de quercetina, myricetina, kaempferol y acido gélico®; y M. prasina contiene flavanonas®.
Estudios fitoquimicos del género Miconia revelaron la presencia de varios triterpenos (Peixoto et al., 2011) y
flavanonas (Zhang et al., 2003)*. Dichos resultados confirman los hallazgos de la presente investigacion.

Tabla 1. Andlisis fitoquimico preliminar de tres especies endémicas del género Miconia del
departamento de Ayacucho, 2019.

Especies
Ensayo
M. ayacuchanensis M. lachnoclada M. madisonii
Triterpenos y/o esteroides + + +
Quinonas + + +
Flavonoides + + +

Cardioténicos - - -
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Fenoles y/o taninos + + +
Antocianinas - - -

Saponinas + + +
Alcaloides - - -
Cumarinas + + +

(+) Positivo  (-) Negativo

En la figura 1, se reporta el contenido de compuestos fendlicos de las tres especies endémicas del género Miconia,
M. ayacuchanensis, M. lachnoclada y M. madisonii. La cuantificacion de fenoles totales (FT) se realiz6 por el
método Folin — Ciocalteau, expresado como miligramos equivalentes a acido galico por gramo de extracto
(mgEAGI/g). El extracto de las hojas de M. ayacuchanensis presenté el mayor contenido de FT, con un valor de
362,7 £ 0,7 mgAG/g, seguido por los extractos de las hojas M. lachnoclada y las hojas de M. madisonii, con valores
de 340,8 + 0,3y 319,9 £ 0,9 mgAG/g, respectivamente.

La cuantificacion de flavonoides, se realiz6 utilizando el reactivo de tricloruro de aluminio y el resultado se expresé
como miligramos de flavonoides equivalentes a rutina por gramo de extracto (mgERu/g). El extracto de las hojas de
M. ayacuchanensis present6 el mayor contenido de flavonoides con un valor de 55,0 + 0,4 mgERu/g, seguido por
los extractos de las hojas de M. lachnoclada y las hojas de M. madisonii con valores de 50,7 = 0,3 y 44,3 +
0,3 mgERUu/g, respectivamente.
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Especies
Fenoles totales Flavonoides totales
Tratamiento (mgAG/g) (mgRu/g)
M. ayacuchanensis 362,7 + 0,732 55,0 + 0,462
M. lachnoclada 340,8 + 0,39° 50,7 +0,33°
M. madisonii 319,9 +0,94°¢ 44,3 +0,33¢

Figura 1. Contenido de compuestos fendlicos de tres especies endémicas del género Miconia del departamento de
Ayacucho, 2019

En la figura 2 se presentan los resultados de la evaluacién de la actividad antioxidante (%AA) por el método DPPH,
de los diferentes extractos y el control positivo (Trolox), a la concentracion de 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL.

Se observa que todas las tres especies de Miconia tienen actividad secuestradora del radical DPPH a las
concentraciones evaluadas. El extracto de las hojas de M. ayacuchanensis presenté mayor actividad antioxidante a la
concentracion de 100 pg/mL con un valor de 91,8 + 0,2%; aunque estadisticamente menor al Trolox (p<0,05), que
presentd una actividad antioxidante de 94,9 £ 0,2%. M. lachnoclada y M. madisonii también presentaron alta
actividad antioxidante con valores de 81,3 + 3,4% y 79,2 = 2,0, respectivamente. Las tres especies presentaron
actividad antioxidante estadisticamente similares (p > 0,05).
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En la figura 5, también se presentan los resultados de la Concentracién Media Inhibitoria (Clso) de la actividad
antioxidante por el método DPPH de los extractos y el control positivo (Trolox). Segin el método a menor valor de
Clsp mayor es la actividad antioxidante. Los extractos de las tres especies presentaron valores de Clsg
estadisticamente superiores al Trolox que present6 un valor de Clso de 38,6 £ 0,9 pug/mL (p<0,05). Los extractos de
las hojas de las tres de Miconia evaluadas presentaron un valor de Clsop muy significativo y promisorio, con valores
de 47,1 +1,79; 45,6 £ 3,9y 45,2 £ 1,7 ug/mL, respectivamente.

No existen reportes sobre la actividad antioxidantes de las tres especies de Miconia endémicas de la region de
Avyacucho; sin embargo, estudios en otras especies de Miconia si reportaron estudios de su actividad antioxidante y
otras actividades biol6gicas relacionadas. Por mencionar, Miconia summa, Minconia elaoides y Miocnia sp
presentaron apreciable actividad antioxidante®. Asimismo, se reportd que M. latecrenata posee un alto contenido de
taninos y los isémeros elagitaninos y presenta un alto efecto antioxidante, alta actividad antibacteriana, asi como una
alta actividad antimutagénica. La accion antioxidante del extracto acuoso mostro baja correlacion con la actividad
antimutagénica?.

Otros estudios sobre especies de Miconia, demostrarian el alto potencial terapéutico de este interesante grupo de
especies vegetales. Las partes aéreas de M. rubiginosa poseen actividad analgésica y se ha determinado que
contienen écidos ursélicos y oleanoicos, ademas de triterpenos como a-amirina, B-amirina, lupeol y B-sitosterol®. Se
ha determinado que el uso del extracto M. prasina es seguro a las concentraciones probadas y reforzé las
propiedades terapéuticas descritas previamente para Miconia especies al mostrar sus efectos protectores sobre la
mutagenicidad inducida por doxorrubicina ’. M. willdenowii posee efecto esquistosomicida, ademas contiene una
benzoquinona denominada Primin®é. M. willdenowii presenta actividad leishmanicida y antimicrobiana, ademas
contiene la benzoquinona primin?’.

Sin embargo, no se ha realizado ningin estudio sobre su genotoxicidad y es necesario determinar sus posibles
efectos mutagénicos para desarrollar productos y productos quimicos a partir de estos extractos’. Varias especies de
Miconia, asi como los compuestos aislados de este género, han mostrado actividades bioldgicas, incluidos los
efectos genotdxicos y mutagénicos (Serpeloni et al., 2008). Ademas, se ha informado que Miconia myriantha es un
inhibidor enzimatico de las proteasas asparticas secretadas (SAP) de Candida albicans (Li et al., 2001)*.

100.0

60.0 -

Actividad antioxidante (%)

40.0
20.0 +
0.0
25 50 100 | 25 50 100 25 50 100) 25 50 100
Trolox (ug/mL) [M. ayacuchanensis| M. lachnoclata M. madisonii
(rg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
Tratamiento
Actividad antioxidante (%)
Tratamiento Clsp ( pg/mL)
25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Trolox 229+238 | 51,5+1,33" | 949+0,24* | 38,6 +0,99°
M. ayacuchanensis | 29,7 +0,76° | 47,9+0,79" | 816+0,76" | 47,1+1,79°
M. lachnoclada 229+394° | 465+3,87° | 81,3+3,41° | 456+ 3,90°
M. madisonii 216+209° | 46,7+1,03° | 792+201° | 452+1,75°

Figura 5. Actividad antioxidante de tres especies endémicas del género Miconia del departamento de
Ayacucho, 2019.
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