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RESUMEN 

Los extractos de plantas ricos en compuestos fenólicos se caracterizan por su 

capacidad antioxidante, lo que plantea que su consumo puede reducir la incidencia y 

progresión de patologías asociadas al estrés oxidativo. Además, este tipo de sustancia 

puede presentar actividad antibacteriana, la cual puede ser aprovechada para el 

desarrollo de nuevos antimicrobianos. 

El género Impatiens presenta plantas cuyos extractos y metabolitos fenólicos 

han demostrado previamente actividad antioxidante y antibacteriana. Por este motivo 

y por la relevancia de hallar agentes antibacterianos y antioxidantes, se realizó el 

estudio comparativo de la composición de compuestos fenólicos y de las actividades 

antibacteriana y antioxidante de los extractos hidroalcohólicos de diferentes partes 

anatómicas de Impatiens hawkeri.  Además, se estudió el efecto de la técnica de secado 

de las hojas sobre los mismos parámetros.  

Entre los compuestos bioactivos identificados de manera tentativa en los 

extractos mediante cromatografía de capa fina de alto desempeño (HPTLC) se 

encuentran quercetina, kaempferol, rutina, isoquercetina, lawsona y escopoletina. Los 

resultados de ensayos de cuantificación indican que las hojas y flores son la fuente más 

rica en compuestos fenólicos, flavonoides y antocianinas. Los extractos de estas partes 

de la planta presentan la mayor actividad antioxidante y el mayor efecto antibacteriano.  

El secado de las hojas influye en la concentración de metabolitos fenólicos, y en las 

actividades antioxidante y antibacteriana de sus extractos hidroalcohólicos. Los 

extractos con actividad antibacteriana presentan un efecto inhibitorio débil sobre el 

crecimiento de bacterias Gram-positivas. Los análisis de correlación y de componentes 

principales revelan la existencia de una asociación entre las actividades antioxidante y 

antibacteriana de los extractos con las cantidades de compuestos fenólicos y 

flavonoides. Los resultados demuestran que el extracto obtenido de hojas liofilizadas 

es el que presenta mayor capacidad antioxidante, mientras que el extracto de hojas 

secadas al horno presenta un mejor perfil de actividad antibacteriana. 
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ABSTRACT 

Plant extracts rich in phenolic compounds are characterized by their 

antioxidant capacity. It has been proposed that their consumption can reduce the 

incidence and progression of oxidative stress associated illnesses. In addition, this kind 

of metabolites can show antibacterial activity and are considered as a potential source 

of new antimicrobials.  

There are previous reports of extracts and phenolic metabolites derived from 

Impatiens genus that have demonstrated antioxidant and antibacterial activity. 

Considering this background and the relevance of the research for the discovery of 

antibacterial and antioxidant agents, a comparative study of the composition of 

phenolic compounds and the antibacterial and antioxidant activities of the 

hydroalcoholic extracts from different anatomical parts of Impatiens hawkeri was 

carried out. Additionally, the effect of drying technique applied to leaves on the same 

properties was also studied. 

Quercetin, kaempferol, rutin, isoquercetin, lawsone, and scopoletin are among 

the bioactive compounds tentatively identified in the extracts by high performance thin 

layer chromatography (HPTLC). The results of quantification assays indicate that 

leaves and flowers are the richest sources of phenolic compounds, flavonoids and 

anthocyanins. The extracts of these parts of the plant have the highest antioxidant 

activity and the highest antibacterial effect. The drying technique applied on leaves 

influences the concentration of phenolic compounds, and the antioxidant and 

antibacterial activities of their hydroalcoholic extracts. Extracts with antibacterial 

activity have a weak inhibitory effect on Gram-positive bacteria growth. Correlation 

and principal component analyzes demonstrated an association between the antioxidant 

and antibacterial activities of the extracts with their contents of phenolic compounds 

and flavonoids. The results show that the extract obtained from freeze-dried leaves is 

the one with the highest antioxidant capacity, while the extract from oven-dried leaves 

has the best antibacterial activity profile. 
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1. Introducción:  

1.1. Especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS) y el estrés oxidativo:  

1.1.1. Principales fuentes de ROS y RNS:  

Los términos ROS y RNS hacen referencia a especies químicas con átomos 

oxígeno y nitrógeno, respectivamente, las cuales pueden ser radicales libres o 

precursoras de este tipo de compuesto. Por su parte, un radical libre corresponde a 

entidades químicas que se caracterizan por la presencia de orbitales con electrones 

desapareados lo cual les confiere una alta reactividad química. La alta reactividad 

química de los radicales libres hace que los mismos puedan tener efectos deletéreos 

sobre macromoléculas en sistemas biológicos, incluyendo lípidos, carbohidratos, 

ácidos nucleicos y proteínas. Entre los ROS más comunes en sistemas biológicos se 

encuentran el peróxido de hidrógeno (H2O2), el ácido hipocloroso (HOCl), el oxígeno 

singlete (1O2), peróxidos orgánicos (ROOH) y los radicales libres anión superóxido 

(O2
•-),  hidroxilo (•OH), alcoxilo (RO•) y peroxilo (ROO•). Por su parte, los RNS más 

importantes incluyen al peroxinitrito (ONOO-), ácido peroxinitroso (ONOOH) y a los 

radicales libres óxido nítrico (NO•) y dióxido de nitrógeno (NO2
•) (1-3).  

Las mitocondrias constituyen el principal sitio de producción de ROS a nivel 

celular, especialmente de O2
•- y H2O2. La cadena respiratoria es un proceso responsable 

de la producción de ROS, entre 0,2 % y 2 % de la transferencia de electrones no sigue 

su ruta normal dirigida a la generación del gradiente de protones que promueve la 

síntesis de trifosfato de adenosina (ATP) mediante la fosforilación oxidativa, estos 

electrones reaccionan con oxígeno molecular (O2) dando origen a la producción de O2
•- 

que por acción de la enzima superóxido dismutasa (SOD) se convierte en H2O2, esta 

última molécula es transformada a agua por la actividad de las enzimas glutatión 

peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) (1,4-6).  

Existen otras fuentes de ROS y RNS, entre las que se encuentran el 

catabolismo de purinas y los procesos de degradación de D-aminoácidos y ácidos 

grasos los cuales tienen lugar en los peroxisomas (7). Además, los ROS y RNS son 
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compuestos que actúan como reguladores de la señalización celular e incluso son 

producidos como parte de la respuesta de células del sistema inmune ante patógenos 

contra los cuales actúan promoviendo su daño y degradación. Además, la exposición a 

agentes externos como los xenobióticos, la radiación ultravioleta, la energía ionizante, 

el humo del cigarrillo y los metales pesados representa un factor promotor de la 

formación de radicales libres en sistemas biológicos y con ello la posibilidad de 

desarrollar estrés oxidativo (8). En el cuadro I se resumen los principales factores 

endógenos generadores de ROS y RNS a nivel celular.  

Cuadro I. Principales factores generadores de ROS y RNS a nivel celular. 

Factor generador de ROS o RNS Principales ROS y RNS 

producidos 

Referencias 

Cadena respiratoria O2
•- 1,4,5 

Xantina oxidasa  O2
•- 1 

Deshidrogenasas de 2-oxoácidos O2
•- 1,4 

Monoamino oxidasas A y B H2O2 1 

Procesos de catabolismo en 

peroxisomas 

O2
•- y H2O2

 1,9 

Óxido nítrico sintasas (NOS) NO• 1,9,10 

Reconocimiento de antígenos por el 

sistema inmune y reacción espontanea 

entre NO• y O2
•- 

ONOO- y ONOOH 

 

11-15 

 

 

Degradación de ONOOH: Espontánea o 

por acción peroxidasas y superóxido 

dismutasas dependientes de cobre y zinc 

NO2
•, •OH y NO3

- 11-15 

Reacciones de Fenton y Haber-Weiss 

mediadas por el hierro liberado por la 

degradación de la ferritina en lisosomas 

•OH 1,11,16-18 
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Cuadro I (continuación). Principales factores generadores de ROS y RNS a nivel 

celular. 

Factor generador de ROS o RNS Principales ROS y RNS 

producidos 

Referencias 

NADPH oxidasas (NOX) O2
•- 1,19,20 

Oxidasas duales (DUOX) H2O2 1,19,20 

Monooxigenasas del citocromo P450 O2
•- y H2O2 1,21 

Mieloperoxidasas  HOCl 22 

Cadena de transporte de electrones de 

lisosomas  

O2
•- 17 

Exposición de la piel a la radiación 

ultravioleta en presencia de agentes 

fotosensibilizantes en la piel 

(porfirina, bilirubina, flavinas, 

melanina, entre otros) 

1O2 23 

Lipoxigenasas y ciclooxigenasas  O2
•- 1,24,25 

Peroxidación lipídica ROOH, ROO• 24,25 

Reacciones de ROOH y ROO• con 

trazas de metales de transición 

RO• y ROO• 24,25 

 

1.1.2. Sistemas antioxidantes y definición de estrés oxidativo:  

El organismo presenta una serie de sistemas enzimáticos y de vías de 

señalización que se activan como respuesta a incrementos en los niveles de ROS y RNS 

los cuales se enlistan en el cuadro II. Estos contribuyen a la homeostasis ante aumentos 

en dichas especies prooxidantes. Adicionalmente a los sistemas antioxidantes 

endógenos, existen factores externos que pueden contribuir a la estabilización de ROS 
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y RNS. Entre ellos se pueden mencionar a la vitamina C, a la vitamina E y a metabolitos 

secundarios de origen vegetal, como los compuestos fenólicos y los carotenoides, los 

cuales pueden ser obtenidos a través de la dieta. Dichos compuestos se caracterizan 

porque pueden reaccionar con los radicales libres fomentando su estabilización por 

mecanismos como la reducción por transferencia de electrones y de átomos de 

hidrógeno (8,26,27).  

Cuadro II. Principales sistemas antioxidantes endógenos. 

Sistema  Mecanismo antioxidante Referencias 

Superóxido 

dismutasa (SOD) 

Convierte a O2
•- en H2O2 y O2. 28,29 

Catalasa (CAT) Convierte a H2O2 en O2 y agua (H2O). 28,29 

Glutation 

peroxidasa (GPx) 

Convierte a H2O2 en O2 y H2O. Reducción de 

peróxidos orgánicos. 

28,29 

Glutatión 

reductasa (GR) 

Convierte al glutatión oxidado a glutatión 

reducido, el cual participa como cosustrato en las 

reacciones catalizadas por GPx. 

28,29 

Glutarredoxinas Reducen enlaces disulfuro de proteínas. 28,29 

Tiorredoxinas Reducen enlaces disulfuro de proteínas. 28,29 

Tiorredoxina 

reductasa 

Reducen a las tiorredoxinas oxidadas. La forma 

reducida de las tiorredoxinas es la que reacciona 

con enlaces disulfuro de proteínas. 

28,29 

Heme oxigenasas 

(HO) 

Median la conversión de los grupos heme libres del 

citosol a biliverdina, monóxido de carbono, agua y 

a ion hierro II en su forma libre. Los grupos heme 

libre pueden participar en reacciones de Fenton y 

Haber-Weiss productoras de ROS. 

28-30 
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Cuadro II (continuación). Principales sistemas antioxidantes endógenos. 

Sistema  Mecanismo antioxidante Referencias 

Ferritina Capturan iones de hierro limitando su participación 

en reacciones de Fenton y Haber-Weiss 

productoras de ROS. 

31 

NAD(P)H: 

quinona 

oxidorreductasa 

(NQO1) y la N-

ribosildihidro-

nicotinamida: 

quinona reductasa 

2 (NQO2) 

Catalizan la conversión de quinonas a 

hidroquinonas mediante la transferencia de dos 

electrones sin que haya un radical semiquinona 

como intermediario, aspecto que las diferencian de 

otras enzimas, como las NADPH citocromo P450 

reductasas o el citocromo b5 reductasa, que 

reducen quinonas por transferencias consecutivas 

de un solo electrón, dándose la formación de 

radicales semiquinona como intermediarios y la 

producción de ROS.   

32 

Nuclear factor 

erythroid 2-

related factor 2 

(Nrf2) 

La activación de la proteína Nrf2 por ROS y RNS 

hace que esta actué como factor de transcripción y 

promueva la expresión de genes antioxidantes: 

SOD, HO-1, NQO1, GPx, GR, tiorredoxina, 

tiorredoxina peroxidasa, tiorredoxina reductasa, 

ferritina y glutamato cisteína ligasa. 

11,33-38 

Aryl 

Hydrocarbon 

Receptor (AhR) 

La activación de la proteína AhR hace que esta 

actué como factor de transcripción y promueva la 

expresión de las proteínas Nrf2, NQO1 y enzimas 

del grupo del citocromo P450. El metabolismo 

oxidativo de enzimas del grupo del citocromo P450 

produce ROS los cuales como mecanismo de 

retrocontrol activan la vía de la proteína Nrf2. 

38,39 
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Por otra parte, cuando la actividad de las defensas antioxidantes endógenas y 

el aporte nutricional de sustancias con capacidad antioxidante no permiten mantener la 

homeostasis ante un incremento en la generación de ROS y RNS, se establece una 

condición conocida como estrés oxidativo. Esta condición puede deberse a la 

exposición a factores externos, o bien, puede presentarse como una consecuencia de 

procesos patológicos. Los niveles elevados de ROS y RNS tienen efectos deletéreos 

sobre la integridad de macromoléculas, lo cual a su vez puede tener impactos negativos 

para la salud, al punto de que el estrés oxidativo se relaciona con la incidencia y/o 

progresión de múltiples patologías entre las que encuentran: cáncer, enfermedad de 

Alzheimer, enfermedad de Parkinson, arteriosclerosis, falla cardiaca, diabetes, 

procesos inflamatorios, entre otros (8,40).  

1.1.3. Estrés oxidativo y su relación con patologías:   

El estrés oxidativo puede ser un factor causante de inflamación. En 

macrófagos se ha observado que un incremento en la producción de ROS por parte de 

las mitocondrias promueve que las proteínas NLR family pyrin domain containing 3 

(NLRP3), Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC) y 

procaspasa 1 sean reclutadas por la membrana del retículo endoplasmático asociada a 

mitocondrias. A continuación, se da la asociación entre dichas proteínas, lo que da 

origen al inflamasoma NLRP3, en el cual la procaspasa 1 se convierte a caspasa 1. Esta 

última proteína tiene la actividad proteolítica del inflamasoma NLRP3 que convierte a 

las prointerleucinas 1β y 18 a su forma activa, IL-1β e IL-18. Ambas proteínas 

corresponden a conocidas citoquinas proinflamatorias (41,42). 

La manera exacta de como los ROS promueven la asociación de proteínas para 

la conformación del inflamasoma NLRP3 es un tema de debate, se ha propuesto que 

los ROS pueden activar a proteínas como rapidly accelerated fibrosarcoma kinase 

(Raf), Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) y phosphoinositide 3-kinase 

(PI3K), cuyas vías de señalización estimulan el ensamblaje del complejo inflamasoma 

NLRP3. También se ha planteado que un incremento de especies prooxidantes a nivel 

intracelular estimula la disociación del complejo de la tiorredoxina 1 con la proteína 
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thioredoxin-interacting protein (TXNIP), esta última en su forma libre puede asociarse 

con la proteína NLRP3, evento que promueve la integración del inflamasoma NLRP3 

(42). 

La acumulación excesiva de hierro en el tejido hepático, como la que puede 

presentarse en hemocromatosis hereditarias o secundarias, favorece el desarrollo de 

lesiones oxidativas vinculadas con la producción de ROS a través de reacciones de 

Fenton y Haber-Weiss. En células de Kuffer, la elevación en la producción de ROS 

puede promover la activación de la proteína nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 

of activated B cells (NF-κB) y la consecuente expresión de citoquinas inflamatorias, 

entre las que se encuentran IL-6, IL-1β y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). 

Además, el exceso de hierro a nivel hepático es un factor de riesgo para el desarrollo 

de carcinoma hepatocelular (43). Por otra parte, en modelos in vivo con ratones 

diabéticos, se ha observado que las dietas con hierro excesivo fomentan estrés 

oxidativo y la activación del inflamasoma NLRP3 a nivel hepático (44).  

Los ROS y RNS son factores que pueden comprometer la integridad química 

del ácido desoxirribonucleico (ADN), sobre el cual pueden desencadenar reacciones 

de hidrólisis de bases nitrogenadas, oxidación de bases nitrogenadas, 

entrecruzamientos entre bases nitrogenadas y rotura de hebras de ADN (45). Las 

modificaciones del ADN producidas por reacciones oxidativas y/o radicalarias pueden 

promover mutagénesis, lo cual puede resultar en la transformación de células normales 

a células de cáncer (11,46).  Inclusive, productos secundarios del daño oxidativo del 

ADN, poliaminas, aminoácidos, carbohidratos y lípidos, como las bases de propenal, 

el metilglioxal, la acroleína y el malondialdehído, pueden fungir como inductores de 

mutaciones al participar en reacciones de alquilación de bases nitrogenadas. Estas 

reacciones pueden tener como consecuencia la inducción de carcinogénesis (47-52). 

Con respecto a la producción de ROS y RNS durante la progresión del cáncer 

y el desarrollo de metástasis, existe dualidad en sus efectos. Por ejemplo, un aumento 

de la producción de ROS por parte del sistema inmune puede tener efectos citotóxicos 

sobre las células de cáncer durante la progresión de la enfermedad, además, en algunos 
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tipos de cáncer, la exposición de células neoplásicas a niveles elevados de oxígeno 

puede inducir apoptosis (48). Inclusive, hay terapias farmacológicas y otras como la 

radioterapia que actúan mediante la inducción de estrés oxidativo en las células de 

cáncer (53). Además, hay resultados de estudios en modelos animales de progresión 

del cáncer que señalan que la administración de antioxidantes puede favorecer el 

desarrollo de metástasis (54). 

Sin embargo, las especies oxidantes también pueden favorecer la progresión 

del cáncer. Se han planteado diferentes mecanismos que pueden explicar este 

fenómeno. Células del estroma asociado al tumor pueden producir citoquinas, factores 

de crecimiento y ROS que estimulan a las células de cáncer en fases iniciales de 

transformación (células precancerosas). Las citoquinas y factores de crecimiento, al ser 

reconocidos por sus receptores, pueden desencadenar mecanismos de transducción de 

señales que conducen a un aumento en la expresión de enzimas NOX, las cuales son 

reconocidas por su actividad generadora de ROS (48). 

 Los ROS producidas en el interior de las células precancerosas o provenientes 

de macrófagos asociados al tumor, pueden activar vías y proteínas de señalización que 

incluyen a Raf/MAPK, PI3K/proteína quinasa B (AKT)/mammalian target of 

rapamycin (mTOR), mothers against decapentaplegic homolog (SMAD), NF-κB e 

hypoxia-inducible factors (HIFs).  Una de las consecuencias de activar dichos procesos 

de señalización es la expresión de genes que están implicados en la transición de célula 

epitelial a mesenquimal, evento que promueve la transición de una célula relativamente 

diferenciada a otra con un fenotipo mesenquimal con mayor potencial de migración, 

invasividad y de evasión de la apoptosis. Entre dichos genes se pueden mencionar a: 

Protein snail homolog (SNAIL), Twist-related protein (TWIST), Neural crest 

transcription factor Slug (SLUG) y Zinc finger E-box-binding homeobox (ZEB) 

(48,55,56)  

Por otra parte, las células supresoras derivadas de línea mieloide, las cuales 

forman parte del estroma asociado al tumor, pueden producir ONOO- el cual puede 

nitrar residuos de tirosina del receptor CD8 de linfocitos T citotóxicos. Esto evita el 
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reconocimiento de antígenos presentados en el contexto mayor de histocompatibilidad 

(MHC) por parte de los linfocitos T, lo que reduce su actividad citotóxica sobre las 

células de cáncer. El ONOO- también puede nitrar e inactivar a quimiocinas como a 

monocyte chemoattractant protein-1 (CCL-2), reduciendo con ello la migración de 

linfocitos T y células asesinas naturales (NK) hacia los focos de crecimiento tumoral 

(48). 

Por la relevancia de los ROS y RNS como un factor que contribuye a la 

progresión del cáncer, se han realizado investigaciones para definir si agentes 

antioxidantes pueden contribuir a la eficacia de los tratamientos contra dicha 

enfermedad. Existen estudios en animales que demuestran que la combinación de 

fármacos antineoplásicos con agentes antioxidantes puede ser más eficaz que el 

tratamiento en el que solo se administran los fármacos antineoplásicos (57). Por lo 

tanto, se puede decir que los antioxidantes pueden fomentar o mitigar la progresión del 

cáncer, lo cual posiblemente este determinado por los eventos celulares y las 

características moleculares específicas de los diferentes tipos de célula de cáncer, de 

modo que no se puede establecer una generalización al respecto. 

En condiciones de hiperglicemia, como la experimentada en la diabetes 

mellitus, puede tener lugar la autooxidación de la glucosa en la cual pueden producirse 

ROS. Además, el exceso de glucosa y de lípidos (como en el caso de las dislipidemias) 

favorece una mayor disponibilidad de NADH y FADH2 a nivel celular en comparación 

con condiciones fisiológicas normales. En la mitocondria, el exceso de estos 

compuestos contribuye a la fuga de electrones a O2 a nivel de la cadena de transporte 

de electrones dando origen a la producción de ROS, particularmente O2
•-. El 

incremento de los niveles de ROS activa a la proteína AMP-activated protein kinase 

(AMPK), esta proteína puede inhibir a mTOR, lo que tiene como consecuencia una 

reducción en la producción de insulina en las células pancreáticas β. Además, los ROS 

pueden activar al inflamasoma NLRP3 a través de una mayor expresión de TXNIP, 

produciendo daño en el tejido pancreático.  Incluso, la elevación de ROS puede 

modular positivamente a la proteína apoptosis signal-regulating kinase (ASK1), que 
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por fosforilación activa las vías de p38 MAPK y c-Jun N-terminal kinase (JNK), 

capaces de inhibir a proteínas B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) antiapoptóticas y de activar 

proteínas Bcl-2 proapoptóticas, dando lugar al compromiso de la integridad membrana 

mitocondrial externa y la consecuente activación de la apoptosis. Estos cambios pueden 

fomentar una pérdida de las células pancreáticas β, lo cual contribuye a la progresión 

de la diabetes mellitus (58-60).  

Por otra parte, el glioxal, el metilglioxal y la 3-desoxiglucosona, producidos 

por la autooxidación de la glucosa en condiciones de hiperglicemia, pueden formar 

productos finales de glicación avanzada (AGE), los cuales consisten en la modificación 

covalente de proteínas y lípidos con compromiso en sus funciones biológicas. Este 

fenómeno está relacionado con el desarrollo de neuropatía, retinopatía y nefropatía 

durante la progresión de la diabetes mellitus (58,61).  

En circunstancias de niveles plasmáticos elevados de lipoproteínas que 

contienen apoproteína B, como las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y las 

lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), estas sustancias son captadas por las 

células endoteliales debido a su reconocimiento por los receptores de LDL (LDLR) (en 

barrera hematoencefálica) o por la proteína scavenger receptor class B type I (SR-BI), 

posteriormente, los receptores LDLR o las proteínas caveolina 1 y activin receptor-like 

kinase 1 (ALK1) median la transcitosis de las lipoproteínas  a lo interno de la túnica 

intima de vasos sanguíneos (62). 

En el espacio subendotelial, las lipoproteínas pueden ser retenidas por su 

afinidad por proteoglicanos de la matriz extracelular. Los ROS y RNS producidos por 

la presencia de trazas de iones de hierro II, por la actividad de enzimas oxidativas, 

como lipoxigenasas y mieloperoxidasas, o por células de endotelio, musculo liso y del 

sistema inmune, promueven la oxidación de las lipoproteínas, las cuales pueden 

agregarse y cristalizar (63). Las lipoproteínas oxidadas son captadas por macrófagos a 

través de su reconocimiento por diversas proteínas, entre las que se encuentran 

scavenger receptor class A1 (SR-A1), macrophage receptor with collagenous structure 

(MARCO), cluster of differentiation 36 (CD36), SR-B1, lectin-like oxidized low-
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density lipoprotein receptor-1 (LOX-1), Scavenger receptor expressed by endothelial 

cells 1 (SREC1) y scavenger receptor for phosphatidylserine and ox-LDL (SR-PSOX) 

(64,65).  

Los macrófagos procesan a las lipoproteínas que han captado en los lisosomas, 

formando ácidos grasos y colesterol libres. En el retículo endoplásmico, el colesterol 

libre es reesterificado por la acetyl-coenzyme A: acetyltransferase 1 (ACAT1), sin 

embargo, el exceso de colesterol provoca que este proceso no se complete, quedando 

colesterol remanente no esterificado, el cual cristaliza dando origen a las “células 

espumosas” que pueden entrar en necrosis producto del colesterol no esterificado. Por 

otra parte, los macrófagos producen citoquinas como TNF-α, IL‑1β e IL‑18 debido al 

reconocimiento de las lipoproteínas oxidadas por parte de Toll-like receptors (TLRs) y 

la activación del inflamasoma NLRP3. Adicionalmente, las citoquinas pueden 

promover el reclutamiento de otras células de la inmunidad innata, como neutrófilos, 

células asesinas naturales (NK) y mastocitos (64,66).  

La inflamación crónica y el aclaramiento deficiente de las células necróticas 

dan origen a la placa arteriosclerótica. Además, las lipoproteínas alteradas pueden ser 

presentadas por células presentadoras de antígenos a linfocitos CD4, lo cual estimula a 

células de la inmunidad adquirida. Las células inmunes reclutadas en la placa 

arterioesclerótica secretan proteasas que comprometen la integridad local de la matriz 

extracelular y del colágeno de la túnica íntima, esto sumado al crecimiento de los 

depósitos lipídicos en forma de células espumosas, puede favorecer la ruptura de vasos 

sanguíneos, lo cual puede desencadenar el desarrollo de tromboembolismo, factor 

promotor de accidentes cerebrovasculares y de infartos agudos al miocardio (64,66). 

Otra enfermedad cardiovascular en la que el estrés oxidativo tiene injerencia 

es la falla cardiaca. Los niveles excesivos de ROS y RNS en los cardiomiocitos puede 

inducir su apoptosis a través de la apertura del poro de transición de permeabilidad 

mitocondrial (mPTP). Modelos knockout en ratones demuestran que la no expresión de 

SOD favorece la degeneración de los cardiomiocitos y la dilatación ventricular. Por 

otra parte, en ratones transgénicos con sobreexpresión de GPx se ha observado que la 
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inducción de infartos al miocardio promueve una menor dilatación del ventrículo 

izquierdo, un menor decaimiento de la presión diastólica y una menor incidencia de 

hipertrofia cardiaca, apoptosis y fibrosis intersticial en comparación con ratones 

normales o de tipo silvestre (67,68). 

El estrés oxidativo también está relacionado con la cardiotoxicidad y 

desarrollo de falla cardiaca por exposición a xenobióticos prooxidantes como la 

doxorrubicina. La producción de ROS inducida con doxorrubicina puede promover la 

peroxidación de lípidos de la membrana de cardiomiocitos, comprometiendo a su vez 

la actividad de las proteínas de membrana. La actividad de la proteína transcription 

factor GATA-4 (GATA4) se ve disminuida en condiciones de estrés oxidativo inducido 

con doxorrubicina, lo cual se asocia al deterioramiento de las miofibrillas y una 

reducción de la fuerza de contracción del musculo cardiaco. Además, las especies 

oxidantes pueden promover la apoptosis a través de la activación de la proteína p53 y 

de las vías de las proteínas p38 MAPK y JNK (67,69). 

El estrés oxidativo está involucrado en la progresión de patologías 

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer. El péptido β-amiloide (Aβ) 

puede acumularse en las mitocondrias mediante la acción de la translocasa de la 

membrana externa o del receptor de AGE (RAGE), sitio donde puede comprometer el 

funcionamiento de la cadena de transporte de electrones y con ello inducir la 

producción de ROS.  Además, la presencia de Aβ a nivel mitocondrial se relaciona con 

una disminución en la actividad de SOD. Por otro parte, en los depósitos o placas de 

Aβ se ha determinado la presencia de iones de hierro y cobre los cuales pueden 

participar en reacciones de Fenton y Haber-Weiss generadoras de ROS.  

Adicionalmente, las células gliales pueden reconocer a Aβ y desencadenar una reacción 

inflamatoria con la producción de ROS y RNS. La inflamación puede tornarse más 

severa debido a la capacidad de los ROS y RNS de activar al inflamasoma NLRP3 

(70,71).  

Se ha observado que bajo condiciones de estrés oxidativo se da una mayor 

expresión de las enzimas β-secretasa y γ-secretasa, cuya actividad proteolítica sobre la 
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proteína precursora amiloide (APP) genera Aβ. Por otro lado, los ROS pueden activar 

a Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1α), el cual es un factor de transcripción que 

promueve la expresión de γ-secretasa. Tanto Aβ como los ROS y RNS son factores con 

la capacidad de inducir apoptosis a nivel neuronal (71-73).  

El estrés oxidativo también se ha relacionado con el desarrollo y progresión 

de la enfermedad de Parkinson. La dopamina es una molécula inestable que puede 

autooxidarse formando una quinona y ROS. Este proceso puede ser facilitado por la 

presencia de trazas de metales de transición y la acción de enzimas como la tirosinasa. 

Esto provoca que las neuronas dopaminérgicas, como las presentes en la substantia 

nigra, sean más susceptible al desarrollo de estrés oxidativo con la posibilidad de que 

el daño inducido por las especies oxidantes promueva la apoptosis de estas células. 

Además, las neuronas que presentan estrés oxidativo pueden secretar productos del 

daño oxidativo de proteínas y lípidos, los cuales pueden estimular a la microglía. Estas 

células como respuesta pueden secretar NO•, lo cual puede fomentar mayor estrés 

oxidativo y neurotoxicidad (74,75). 

El estrés oxidativo promueve la peroxidación lípidos de las membranas de las 

neuronas, entre los productos de este proceso se encuentran el malondialdehído y el 4-

hidroxil-2-nonenal, los cuales pueden dañar la integridad de proteínas y del ADN, 

promoviendo con ello la apoptosis de las neuronas. La implicación de estos eventos en 

la progresión de la enfermedad de Parkinson ha sido propuesta con base a la 

observación post mortem de una mayor cantidad de productos de la peroxidación 

lipídica en la substantia nigra de pacientes con enfermedad de Parkinson. Además, se 

ha planteado que la disfunción mitocondrial y la consecuente producción de ROS están 

relacionados con el desarrollo de la enfermedad de Parkinson. Esto se ha basado en el 

parkinsonismo observado en animales experimentales y en pacientes expuestos a 1-

metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), una toxina capaz de inhibir al 

complejo mitocondrial I (74,76,77).  
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1.2. Propiedades antioxidantes de los compuestos fenólicos de origen vegetal: 

Los compuestos fenólicos de origen vegetal son un conjunto muy heterogéneo 

de metabolitos secundarios, tanto por sus diferencias estructurales como por su origen 

biosintético.  En la figura 1 se presentan ejemplos de compuestos pertenecientes a las 

diferentes categorías estructurales que presentan los compuestos fenólicos de origen 

vegetal. Adicionalmente a los compuestos no glicosídicos mostrados en la figura 1, en 

la naturaleza también es posible encontrar compuestos fenólicos con unidades de 

azúcar en su estructura formando glicósidos. Los compuestos fenólicos se pueden 

extraer de material vegetal principalmente mediante el uso de solventes orgánicos 

polares, como el metanol, etanol, acetona y acetato de etilo (26).  

 

 

Figura 1. Estructura química de ejemplos de los principales tipos de compuestos 

fenólicos de origen vegetal. En itálica se indica el nombre de la subclasificación. 
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Figura 1 (continuación). Estructura química de ejemplos de los principales tipos de 

compuestos fenólicos de origen vegetal. En itálica se indica el nombre de la 

subclasificación. 
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Figura 1 (continuación). Estructura química de ejemplos de los principales tipos de 

compuestos fenólicos de origen vegetal. En itálica se indica el nombre de la 

subclasificación. 
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Figura 1 (continuación). Estructura química de ejemplos de los principales tipos de 

compuestos fenólicos de origen vegetal. En itálica se indica el nombre de la 

subclasificación. 
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Figura 1 (continuación). Estructura química de ejemplos de los principales tipos de 

compuestos fenólicos de origen vegetal. 

Los compuestos fenólicos se caracterizan porque pueden presentar actividad 

antioxidante a través de diferentes mecanismos químicos y biológicos (activación de 

vías de señalización antioxidantes). Entre los mecanismos químicos de actividad 

antioxidante de los compuestos fenólicos, se encuentran la transferencia de átomos de 

hidrógeno (HAT), la transferencia de un electrón (SET) y la actividad quelante sobre 

iones de metales de transición. En la figura 2, se ilustran estos mecanismos de actividad 

antioxidante (26,78-79).  

 

Figura 2. Esquema de los mecanismos químicos de actividad antioxidante de los 

compuestos fenólicos. A. Mecanismo HAT, B. Mecanismo SET, C. Mecanismo por 

acción quelante. R•: radical libre. 
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En el mecanismo HAT, los compuestos fenólicos transfieren un átomo de 

hidrógeno a los radicales libres, lo cual convierte a estos últimos en una especie más 

estable debido a la formación de un enlace simple por el aporte de un electrón del átomo 

de hidrógeno y el electrón desapareado del radical. En el mecanismo SET, el compuesto 

fenólico transfiere directamente un electrón, reduciendo al radical a un anión. Tanto en 

el mecanismo HAT como SET se da la formación de radicales fenilos, los cuales, 

gracias a su resonancia, son más estables en comparación con radicales libres 

correspondientes a ROS y RNS.  Adicionalmente, los radicales fenilos pueden ser 

estabilizados a través de reacciones de acople oxidativo o radicalario en las cuales se 

forman compuestos fenólicos diméricos. En el caso de la actividad quelante, su 

relevancia antioxidante radica en el hecho de que los complejos formados entre iones 

de metales de transición, como el ion hierro II o ion ferroso, con los compuestos 

fenólicos limitan la disponibilidad de los primeros, reduciendo la posibilidad de que 

participen en reacciones de Fenton y Haber-Weiss generadoras de ROS (26,78-80). 

Con respecto a los mecanismos biológicos, diferentes compuestos fenólicos 

pueden activar vías de señalización relevantes que median la expresión de factores 

antioxidantes endógenos. Por ejemplo, los compuestos quercetina, kaempferol, rutina, 

isoquercetina, escopoletina y 2-metoxi-1,4-naftoquinona (2-MNQ) pueden activar la 

vía de la proteína Nrf2 (34,81-84), mientras que los compuestos quercetina y lawsona 

son capaces de modular positivamente a la vía de la proteína AhR (85-87).  

1.3. Infecciones bacterianas y la necesidad de nuevos agentes antibacterianos: 

Los fármacos antibacterianos han tenido una alta relevancia para el progreso 

de la medicina, haciendo posible el tratamiento de enfermedades infecciosas y 

minimizando los riesgos de desarrollo de infecciones producto de intervenciones 

quirúrgicas, traumatismos y cuadros de inmunosupresión relacionados a trastornos del 

sistema inmune o como consecuencia de tratamientos para evitar el rechazo de órganos 

trasplantados y de terapias contra el cáncer (88,89).  
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Producto de las malas prácticas en el uso de los antibióticos durante décadas, 

actualmente se observa un incremento de cepas bacterianas con factores de resistencia 

o con características de tolerancia o persistencia ante el tratamiento con antibióticos. 

El uso inadecuado de los antibióticos ha provocado que ejerzan un papel como factores 

de presión selectiva que fomenta la proliferación de aquellas poblaciones bacterianas 

con características que facilitan su sobrevivencia (89-92). 

Las infecciones bacterianas son un problema creciente para la salud pública. 

Estas pueden complicar la salud de los pacientes hospitalizados, haciendo más difícil 

su recuperación, lo que en primera instancia afecta la salud de los pacientes, pero a su 

vez implica un mayor costo para los sistemas de atención sanitaria (93). Un ejemplo 

reciente de esto es el incremento del tiempo de recuperación y el mayor riesgo de 

muerte debido a infecciones bacterianas secundarias observado en pacientes 

hospitalizados con enfermedad por coronavirus (COVID-19) (94,95). Sin embargo, las 

infecciones debidas a bacterias patógenas con multirresistencia a los antibióticos no se 

limitan al contexto hospitalario, siendo posible su propagación a nivel comunitario con 

una alta tasa de mortalidad en ambos casos (96). Incluso, se ha proyectado que para el 

año 2050 se puedan dar alrededor de 10 millones de muertes anuales debidas a 

infecciones bacterianas (97). 

Dado el impacto de las infecciones bacterianas en la salud pública, la 

Organización Mundial de la Salud ha definido una serie de microorganismos cuyas 

infecciones requieren el desarrollo de nuevos fármacos antibacterianos de manera 

prioritaria, dado la creciente ineficacia de los agentes terapéuticos disponibles 

actualmente a nivel clínico. Entre dichos microorganismos se encuentran Pseudomonas 

aeruginosa y enterobacterias resistentes a β-láctamicos portadoras de carbapenemesas, 

contra las cuales se considera crítico el desarrollo de nuevos antimicrobianos. En el 

caso de Salmonella spp. resistente a fluoroquinolonas y Staphylococcus aureus 

resistente a meticilina o a vancomicina, estas bacterias se reconocen como de prioridad 

alta para el descubrimiento de antibacterianos que sean capaces de contralar sus 

infecciones (98).   
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De acuerdo con estadísticas de los Estados Unidos, P. aeruginosa presenta una 

prevalencia de entre 7,1 % y 7,3 % de las infecciones adquiridas en centros de salud, 

siendo la neumonía la principal forma de infección por este microorganismo. Con 

respecto a las infecciones respiratorias adquiridas en unidades de cuidados intensivos 

(UCI), P. aeruginosa presenta una prevalencia del 23 %. El principal factor que 

promueve este tipo de infecciones en pacientes de UCI son los dispositivos de 

ventilación mecánica. Se estima que la mortalidad asociada a estas infecciones es de 

entre el 32 % y 44 %. P. aeruginosa también es uno de los principales patógenos 

responsables de infecciones del tracto urinario asociadas al uso de catéteres, se estima 

que un 10 % de los casos de infección del tracto urinario en pacientes hospitalizados 

se debe a P. aeruginosa. Según el Centro de Control de Enfermedades de los Estados 

Unidos (CDC), P. aeruginosa es responsable del 5,7 % de las infecciones en sitios 

quirúrgicos. También se ha determinado que P. aeruginosa constituye al 

microorganismo con mayor prevalencia en infecciones de lesiones debidas a 

quemaduras. Además, esta bacteria es una causa predominante de las complicaciones 

asociadas al padecimiento de fibrosis quística, entre las que se encuentran infecciones 

respiratorias crónicas y bronquiectasias. La septicemia por P. aeruginosa presenta una 

tasa de mortalidad estimada de entre el 43,3 % y el 58,8 % de los casos (99). 

P. aeruginosa puede presentar factores de resistencia a los antibióticos, como 

bombas de eflujo, carbapenemasas, β-lactamasas de espectro extendido y enzimas de 

modificación de aminoglicósidos . Además, este patógeno puede producir biopelículas, 

las cuales están constituidas por células bacterianas agregadas e inmersas en una matriz 

extracelular de exopolisacáridos, proteínas, metabolitos y ADN extracelular que limita 

el contacto entre las bacterias y los antibióticos. Como consecuencia, las probabilidades 

de sobrevivencia del microorganismo aumentan a pesar de la presencia de antibióticos 

en su entorno, incluso, para ello no es necesario la expresión de factores de resistencia 

específicos como los mencionados anteriormente (100). 

En Estados Unidos se ha determinado que el principal tipo de infección 

ocasionada por Escherichia coli en pacientes atendidos a nivel hospitalario 



22 

 
 

corresponde a infecciones del tracto urinario (66 %) seguido por bacteriemia (22 %) 

(101). Los casos de bacteriemia por E. coli suelen estar asociados a infecciones del 

tracto urinario en un 53 % de los casos y presentan un porcentaje de mortalidad del 12 

% (102). De manera similar a P. aeruginosa y a otras enterobacterias, E. coli puede 

expresar el mismo tipo de factores de resistencia a los antibióticos (103). Las enzimas 

metalo-β-lactamasas de Nueva Delhi se encuentran entre las carbapenemasas halladas 

con mayor frecuencia en cepas de E. coli con resistencia a fármacos β-lactámicos (104). 

Vale la pena destacar que en el año 2019 E. coli fue el patógeno de mayor prevalencia 

entre los casos de mortalidad debida a infecciones por bacterias resistentes a los 

antibióticos (97). 

Klebsiella pneumoniae corresponde a otra enterobacteria de alta relevancia 

epidemiológica, sobre todo por la alta mortalidad debida a bacteriemia e infecciones 

del tracto urinario en pacientes de UCI o que han recibido trasplantes de órganos. Se 

estima que la mortalidad es de alrededor del 42 % en el caso de infecciones por cepas 

portadoras de carbapenemasas y del 21 % cuando las cepas son sensibles a 

carbapenemos (105). Según estadísticas de Estados Unidos, se estima que K. 

pneumoniae es responsable de cerca del 10 % de las infecciones nosocomiales, la tasa 

de mortalidad por neumonía adquirida a nivel intrahospitalario debida a este patógeno 

se estima en un 50 % (106). 

En el caso de Salmonella enterica serovar Typhimurium, este patógeno suele 

producir infecciones a nivel gastrointestinal debidas a la ingesta de alimentos 

contaminados, que en la mayoría de los casos corresponden a cuadros de diarrea 

autolimitante. Esta serovariedad es responsable de alrededor del 12 % de las 

infecciones debidas a Salmonella a nivel mundial, sin embargo, en África y 

Norteamérica puede alcanzar una prevalencia del 25 % y 29 %, respectivamente. La 

salmonelosis por serovariedades no Typhi representa la principal causa de muerte 

debida a infecciones adquiridas a través del consumo de alimentos contaminados en 

los Estados Unidos, representando alrededor del 39 % de dichas muertes (107). 

Además, en países en vías de desarrollo, principalmente en África, se ha observado 
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aumentos en la incidencia de septicemia por salmonela no Typhi con una alta tasa de 

mortalidad (107,108).  

S. aureus es un patógeno Gram-positivo que puede participar en infecciones 

en múltiples sitios anatómicos, entre las infecciones más comunes que puede provocar 

se encuentran infecciones del tracto respiratorio (tanto inferior como superior), 

infecciones de piel y tejidos blandos y endocarditis. La bacteriemia es una 

complicación que se presenta con mayor incidencia en el caso infecciones de piel y 

tejidos blandos, entre el 9,4 al 34 % de los casos de bacteriemia por S. aureus a nivel 

mundial se derivan de este tipo de infección. De acuerdo con los resultados de 

diferentes estudios epidemiológicos llevados a cabo en distintos países, la bacteriemia 

por S. aureus presenta una incidencia que varía entre 2,6 y 65 casos por cada 100 000 

habitantes (109). El porcentaje mortalidad estimado para este tipo de cuadro infeccioso 

es de entre el 10 % y el 30 % (110). Uno de los factores que promueve mayor 

mortalidad por bacteriemia por S. aureus es la resistencia a los antibióticos, siendo 

principalmente relevantes las cepas con resistencia a meticilina y a vancomicina 

(111,112). Además, el desarrollo de biopelículas constituye otro elemento que complica 

el tratamiento de las infecciones por S. aureus (113,114).  

Otros microorganismos patógenos que han ganado relevancia debido al 

impacto de sus infecciones son Staphylococcus epidermidis y Enterococcus faecalis.  

En el caso de S. epidermidis, este microorganismo es una causa común de infecciones 

intrahospitalarias del torrente sanguíneo asociadas con el uso de catéteres e implantes 

ortopédicos, así como endocarditis asociada a válvulas cardiacas protésicas y 

marcapasos (115,116). De acuerdo con un estudio retrospectivo observacional llevado 

a cabo en Albania, el 22 % de las infecciones asociadas a catéteres se deben a S. 

epidermidis, siendo el principal agente etiológico de dichas infecciones (117).  

E. faecalis corresponde a un microorganismo importante debido a la 

incidencia de infecciones nosocomiales relacionadas principalmente a procedimientos 

invasivos como la colocación de catéteres. Entre las infecciones que provoca este 

patógeno se encuentran septicemia, endocarditis, infecciones intraabdominales e 
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infecciones urinarias (118,119).  De acuerdo con un estudio de casos y controles 

llevado a cabo en Detroit Medical Center de la ciudad de Michigan, el porcentaje de 

mortalidad en pacientes hospitalizados con bacteriemia por E. faecalis es de 9,8 % y 

7,4 %, en casos de cepas resistentes y no resistentes a vancomicina, respectivamente 

(120). 

Actualmente es imperativo el desarrollo de nuevos 

agentes antibacterianos para el tratamiento de infecciones producidas por 

microorganismos resistentes a los medicamentos disponibles para uso clínico 

(96,121,122). Aspecto que gana relevancia si se considera que la velocidad con la que 

se desarrollan nuevos fármacos antibacterianos es inadecuada dada la rapidez del 

proceso de desarrollo de resistencia a los antibióticos por parte de microorganismos 

infecciosos (122,123). Esto puede ser explicado por el hecho de que el desarrollo de 

fármacos antibacterianos seguros y eficaces es un proceso lento debido a la necesidad 

de que estos demuestren un amplio espectro de actividad sobre bacterias patógenas 

relevantes desde el punto de vista epidemiológico, así como una baja toxicidad para el 

ser humano (124).  

El descenso en la eficiencia de las terapias antibacterianas actuales y la escasez 

de nuevos tipos de moléculas capaces de sustituir o complementar sus terapias, son 

factores que han promovido un mayor impulso de la investigación  

para el desarrollo de nuevos agentes antibacterianos. Inclusive, esta línea de 

investigación se considera como uno de los principales retos para las disciplinas 

involucradas en el desarrollo de nuevos fármacos durante el presente siglo (125). 

En el cuadro III, se presenta un resumen de las principales infecciones 

provocadas por las especies de bacterias patógenas sobre las cuales se sometió a prueba 

la actividad antibacteriana de los extractos I. hawkeri en el presente estudio.  Los 

antecedentes aportados anteriormente demuestran que es relevante el proceder con la 

investigación para el descubrimiento de posibles fuentes de moléculas bioactivas que 

sean útiles para el desarrollo de fármacos para el tratamiento de infecciones debidas a 

dichos microorganismos. 
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Cuadro III. Principales infecciones provocadas por las especies de bacterias patógenas 

sobre las que se evalúo la actividad antibacteriana de los extractos de I. hawkeri. 

Especie 

bacteriana 

Principales infecciones Referencias 

Enterococcus 

faecalis 

Infecciones del tracto urinario, infecciones 

intraabdominales, endocarditis, infecciones de 

heridas quirúrgicas,  bacteriemia. 

118,119,126 

Escherichia 

coli 

Diarrea aguda o crónica, diarrea 

enterohemorrágica, infecciones del tracto urinario, 

meningitis, bacteriemia. 

127 

 

 

Klebsiella 

pneumoniae 

Neumonía, infecciones del tracto urinario, 

infecciones de heridas, meningitis, bacteriemia.   

128-130 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Neumonía, infecciones del tracto urinario, 

infecciones de heridas quirúrgicas,  bacteriemia. 

99 

Salmonella 

enterica 

serovar 

Typhimurium 

 

Diarrea. 131 

Staphylococcus 

aureus 

Infecciones del tracto respiratorio superior, 

neumonía, endocarditis, infecciones de piel y 

tejidos blandos,  infecciones osteoarticulares, 

meningitis,  bacteriemia.  

109,132-135 

Staphylococcus 

epidermidis 

Endocarditis, infecciones de heridas quirúrgicas, 

bacteriemia. 

115,136 
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1.4. Las plantas como fuente de moléculas antibacterianas:  

Existen varias estrategias utilizadas para el descubrimiento y desarrollo de 

nuevos antibacterianos, entre ellas se encuentra la modificación estructural 

fármacos aprobados (137). Sin embargo, los productos naturales son la fuente más 

importante de moléculas con actividad antimicrobiana, superando en número a los de 

origen completamente sintético (138). Alrededor de un 65 % de los fármacos aprobados 

como antibacterianos son productos naturales o derivados semisintéticos de estos 

(139).   Los productos naturales más relevantes en el desarrollo de agentes 

antibacterianos han sido los metabolitos secundarios sintetizados por bacterias y 

microorganismos fúngicos (137,140,141). El mejor perfil de actividad de los productos 

naturales sobre las sustancias sintéticas puede estar relacionado con que estas últimas 

pueden tener limitaciones para permear las membranas bacterianas, mientras las 

moléculas bioactivas de origen natural corresponden a compuestos evolutivamente 

seleccionados para permear las membranas de los microorganismos (138). 

El aislamiento y purificación de compuestos naturales activos contra 

microorganismos puede tener obstáculos como una baja producción por parte 

de los organismos que los sintetizan, el riesgo de que estos pierdan la capacidad 

de sintetizarlos, la inestabilidad química y una baja eficacia clínica (137). Sin embargo, 

esta última limitante podría solucionarse a través de la modificación de su estructura 

química para producir moléculas con un mejor perfil actividad y de espectro 

antibacteriano (139).  

Considerando la importancia de desarrollar nuevos agentes antibacterianos 

por la relevancia que ha ganado la resistencia a los antibióticos, se ha considerado la 

posibilidad de explorar otras fuentes naturales de moléculas bioactivas alternativas a 

los microorganismos, los cuales han sido el origen más común de agentes 

antibacterianos. Entre estas fuentes se han considerado las plantas como un recurso que 

puede ser explorado (142-144). Inclusive, se ha planteado la posibilidad de que las 

moléculas derivadas de plantas puedan actuar en sinergia con los fármacos 
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antimicrobianos, de modo que bacterias resistentes a estos puedan ser nuevamente 

susceptibles (144,145).  

Entre los productos naturales derivados de plantas, los compuestos fenólicos 

han sido reconocidos como metabolitos con capacidad inhibir la proliferación 

bacteriana a través de diversos mecanismos. Los flavonoides, como el galato de 

epigalocatequina, y los taninos pueden unirse al peptidoglicano y comprometer la 

integridad de la pared celular. Se ha planteado que las antocianinas se pueden asociar 

con alta afinidad con los lipopolisacáridos de la membrana externa de bacterias Gram-

negativas, lo cual reduce la posibilidad de que estas colonicen nuevos tejidos al limitar 

la adhesión de las bacterias con las células del huésped. Los flavonoides, lignanos, 

ácidos fenólicos y monoterpenos fenólicos pueden unirse a la membrana celular 

bacteriana alterando su integridad y haciéndola más permeable (146,147).  

El metabolismo bacteriano de compuestos fenólicos como el ácido gálico, el 

ácido rosmarínico, la quercetina, la epigalocatequina y el galato de epigalocatequina 

puede generar H2O2 como subproducto, lo cual puede inducir muerte por estrés 

oxidativo en las células bacterianas. Además, los compuestos fenólicos pueden inhibir 

enzimas bacterianas, como es el caso de la inhibición de la dihidrofolato reductasa por 

parte del galato de epigalocatequina y de la ADN girasa por flavonoides como la 

quercetina. Flavonas, como la miricetina, pueden inhibir a las enzimas helicasas. A 

nivel intracelular, los ácidos fenólicos pueden inducir reducciones del pH lo cual puede 

promover la desnaturalización de proteínas microbianas. El ácido p-cumárico puede 

unirse al ADN bacteriano induciendo cambios en su organización estructural con los 

que se compromete el metabolismo de ácido nucleicos. Los taninos pueden actuar 

como agentes quelantes del hierro, limitando la disponibilidad de este importante 

cofactor enzimático para las células bacterianas (148).  

Los compuestos fenólicos derivados de plantas con actividad antibacteriana 

han servido de base en la investigación para el desarrollo de nuevos antimicrobianos. 

Por ejemplo, el compuesto 3′,4′‑difluoroquercetina, un derivado semisintético de la 

quercetina, tiene actividad frente a cepas de P. aeruginosa resistentes a 
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carbapenemasas, inclusive, ha demostrado sinergia en combinación con ceftazidima en 

modelos de infección murinos (149). A partir de los monoterpenos fenólicos timol, 

carvacrol, guayacol y eugenol se han derivado moléculas semisintéticas con una 

mejoría en su perfil antibacteriano en comparación con los compuestos naturales de 

partida (150). 
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2. Justificación:  

Dada la relevancia del estrés oxidativo como una condición promotora de 

diferentes enfermedades, así como el impacto de las infecciones bacterianas en la salud 

pública, se propone la investigación para determinar el potencial antioxidante y 

antibacteriano in vitro de los extractos hidroalcohólicos producidos a partir de I. 

hawkeri. Esto ante el descubrimiento de extractos y metabolitos con dichas actividades 

en otras plantas del género Impatiens y a la amplia explotación agrícola de I. hawkeri.  

Vale la pena destacar que estudios preliminares han demostrado que la actividad 

antioxidante y antibacteriana para extractos de planta entera de I. hawkeri cultivada en 

territorio costarricense presenta diferencias en sus propiedades en comparación con 

plantas del mismo género cultivadas en otras latitudes, posiblemente por diferencias de 

especie y de condiciones ambientales y agronómicas. Lo cual respalda la relevancia de 

estudiar la actividad de extractos de plantas de este género cultivadas en Costa Rica. 

La actividad biológica de los extractos derivados de plantas puede variar en 

función de la parte anatómica de la planta utilizada para su producción, por lo que los 

extractos, que se propone estudiar serán elaborados a partir de toda la planta, las partes 

aéreas (hojas, flores y tallos en conjunto), la raíz, las hojas y el tallo. En primera 

instancia no se plantea la investigación de flores o frutos aislados por ser órganos cuya 

cantidad es reducida, considerándose poco viable obtener cantidades suficientes para 

su estudio.   

La revisión de antecedentes señala a los compuestos fenólicos como los 

principales componentes activos en plantas del género Impatiens. Por lo tanto, se 

plantea la cuantificación de los contenidos de fenoles totales, flavonoides totales y 

antocianinas monoméricas totales de los extractos de I. hawkeri. Asimismo, se propone 

la determinación de compuestos fenólicos bioactivos reportados en otras plantas del 

género en cuestión, correspondientes a quercetina, kaempferol, quercetina 3-O-β-D-

rutinósido (conocido como rutina), quercetina 3-O-β-D-glucósido (conocido como 

isoquercetina), lawsona, 2-MNQ y escopoletina.  
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Mediante la investigación propuesta se pretende determinar la existencia de 

variaciones en la actividad antioxidante y antibacteriana en función de la sección de la 

planta I. hawkeri utilizada y a su vez correlacionar con los resultados de la 

cuantificación de compuestos fenólicos. Con los resultados obtenidos se espera 

establecer un antecedente sólido que defina cual sección anatómica de I. hawkeri 

presenta mayor potencial como fuente de extractos con las actividades biológicas 

evaluadas, ya sea para la investigación posterior de su actividad en modelos in vivo o 

para la identificación, aislamiento y elucidación estructural de sus componentes 

activos.  
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3. Hipótesis y objetivos: 

3.1. Hipótesis: 

La magnitud de las actividades antioxidante y antibacteriana de los extractos 

hidroalcohólicos de I. hawkeri varía en función de la parte anatómica de la planta 

utilizada debido a las diferencias en su contenido de compuestos fenólicos.  

3.2. Objetivos:  

3.2.1. Objetivo general: 

Evaluar las actividades antioxidante y antibacteriana de los extractos 

hidroalcohólicos elaborados a partir de plantas enteras, partes áreas (tallo, hojas y flores 

en conjunto), hojas, tallos y raíces de Impatiens hawkeri mediante ensayos in vitro, así 

como la correlación de dichas actividades con la presencia de compuestos fenólicos 

bioactivos.  

3.2.2. Objetivos específicos:  

3.2.2.1. Caracterizar los extractos hidroalcohólicos de las distintas partes 

anatómicas de I. hawkeri a través de ensayos químicos de detección y cuantificación 

de compuestos fenólicos bioactivos.  

3.2.2.2. Comparar la actividad barredora de radicales libres in vitro de los 

extractos hidroalcohólicos de las distintas partes anatómicas de I. hawkeri. 

3.2.2.3. Estimar la capacidad inhibitoria de los extractos hidroalcohólicos de 

las diferentes secciones anatómicas de I. hawkeri sobre la peroxidación lipídica 

inducida en homogenizados de tejido hepático y eritrocitos.  

3.2.2.4. Determinar la actividad estabilizadora de los extractos 

hidroalcohólicos de las distintas partes anatómicas de I. hawkeri sobre las especies 

reactivas de oxígeno (ROS) presentes a nivel intracelular.  
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3.2.2.5. Identificar la sección anatómica de Impatiens hawkeri que permite la 

obtención del extracto hidroalcohólico con mayor potencia antibacteriana in vitro 

definida sobre cepas de bacterias patógenas.  
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4. Materiales y métodos:  

4.1. Recolección y procesamiento del material vegetal:  

La especie Impatiens hawkeri fue identificada previamente por el Dr. Carlos 

Morales, botánico del Herbario Dr. Luis A. Fournier Origgi, Escuela de Biología, 

Universidad de Costa Rica. Lo anterior mediante el depósito de un espécimen de 

referencia a la colección del herbario con el código USJ-110 989 (151). El material 

vegetal recolectado corresponde a plantas cultivadas las cuales fueron obtenidas 

comercialmente en el vivero Casa Verde ubicado en Grecia, Alajuela. Se utilizarán 

plantas de mes y medio de crecimiento procedentes de la Garita de Alajuela 

(coordenadas: 9°59′33″ Norte; 84°19′00″ Oeste).  Se llevaron a cabo dos recolecciones 

de material vegetal, una durante febrero de 2020 y otra en febrero de 2021. 

Con el material de la primera recolección se prepararon cinco tipos de 

muestras: plantas enteras (incluyen todos los órganos de la planta: raíz, tallo, hojas y 

flores), partes áreas (incluyen flores, tallos y hojas en conjunto), raíces, tallos y hojas. 

Adicionalmente a las cinco muestras anteriores fue posible conseguir una cantidad de 

flores suficiente para la preparación de una cantidad adecuada de extracto 

hidroalcohólico. El material de las distintas muestras fue lavado con agua potable para 

remover material extraño: tierra, polvo y piedras adheridas a las raíces. Posteriormente, 

las muestras se sometieron a secado a 70 °C mediante horno (152). Sin embargo, en el 

caso particular de la muestra de flores, se empleó la técnica de liofilización como 

método de secado dado lo delicado del material y a la rápida decoloración que sufre 

mediante el secado por la aplicación de calor. 

Se realizó una segunda recolección de hojas de I. hawkeri en febrero de 2021. 

Este material fue utilizado para evaluar el efecto de la técnica de secado sobre la 

composición y las actividades de los extractos producidos a partir de ellas.  Dicho 

material se dividió en tres muestras, cada una de las cuales fue sometida a un método 

distinto de secado: liofilización a -50 °C, secado al horno a 70 °C o secado a la sombra 

a temperatura ambiental (24±7 °C). Las distintas muestras secas (tanto del 2020 como 
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del 2021) fueron sujetas a molienda con procesador de alimentos hasta un tamaño de 

partícula inferior a 2 mm de espesor. El polvo obtenido de cada muestra fue utilizado 

para elaborar los distintos extractos hidroalcohólicos. 

4.2. Preparación de los extractos hidroalcohólicos:  

Para la preparación de los extractos hidroalcohólicos de cada muestra se siguió 

el método de extracción descrito por Kang et al. (153) con modificaciones. En la primea 

etapa, el material seco y molido fue sometido a maceración en proporción 1:10 g/mL 

con etanol al 80 % v/v (154) durante dos semanas a temperatura ambiente en recipientes 

de vidrio ámbar. Posteriormente, el extracto hidroalcohólico fue retirado por 

decantación y filtrado al vacío utilizando un filtro Whatman N°4 (diámetro de poro de 

20-25 μm). El extracto obtenido de la primera etapa fue almacenado a temperatura 

ambiente bajo protección de la luz. En la segunda etapa, el material vegetal contenido 

en el recipiente ámbar fue sometido nuevamente a maceración en proporción 1:15 g/mL 

de etanol al 80 % v/v durante una semana adicional a temperatura ambiente. 

Transcurrido el tiempo de la segunda maceración, el extracto hidroalcohólico resultante 

fue retirado por decantación y filtrado al vacío utilizando un filtro Whatman N°4. Los 

filtrados de la primera y segunda etapa de maceración se combinaron y se sometieron 

a filtración nuevamente con filtro de celulosa de 0,45 μm de diámetro de poro. El etanol 

del extracto resultante fue eliminado por evaporación al vacío y la suspensión acuosa 

resultante se congeló a – 80 °C durante 12 horas. Luego, el agua fue eliminada mediante 

liofilización hasta obtener un extracto seco. Los extractos secos de cada muestra se 

almacenaron a – 80 °C hasta su análisis.  

Bajo las metodologías descritas anteriormente se obtuvieron un total de 9 

extractos cuyo códigos y características se resumen en el cuadro IV. 
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Cuadro IV. Códigos asignados a los diferentes extractos hidroalcohólicos de I. hawkeri 

sujetos a estudio. 

Código Material vegetal  Técnica de secado Período de 

recolección del 

material vegetal 

PEH-20 Plantas enteras Horno a 70 °C Febrero de 2020 

PAH-20 Partes áreas  Horno a 70 °C Febrero de 2020 

HH-20 Hojas  Horno a 70 °C Febrero de 2020 

FL-20 Flores  Liofilización a -50 °C Febrero de 2020 

TH-20 Tallos  Horno a 70 °C Febrero de 2020 

RH-20 Raíces Horno a 70 °C Febrero de 2020 

HL-21 Hojas Liofilización a -50 °C Febrero de 2021 

HH-21 Hojas Horno a 70 °C Febrero de 2021 

HS-21 Hojas  Sombra (temperatura ambiente) Febrero de 2021 

  

4.3. Análisis de los extractos mediante cromatografía en capa fina de alto 

desempeño (HPTLC):  

4.3.1. Condiciones cromatográficas generales:  

Para los diferentes ensayos cromatográficos se emplearon placas de vidrio de 

20x10 cm para cromatografía HPTLC recubiertas con gel de sílice 60 F254 o 60 F254S. 

Los estándares o sustancias de referencia de quercetina, kaempferol, rutina, 

isoquercetina, lawsona, 2-MNQ y escopoletina se disolvieron adecuadamente en 

metanol hasta una concentración exactamente conocida y se colocaron en viales ámbar 

para los análisis cromatográficos. De manera similar, se prepararon soluciones en 
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metanol de cada uno de los extractos a una concentración de 10 mg/mL las cuales 

también fueron transferidas a viales ámbar para su correspondiente análisis.  

Las soluciones de los estándares o de los extractos se aplicaron desde los 

viales en las placas para análisis HPTLC con ayuda del automuestreador ATS4 

(CAMAG). El contenido de las soluciones estándar o de las muestras se aplicó en modo 

aerosol o spray, empleando nitrógeno como gas propelente a una velocidad de 150 

nL/s, en forma de bandas de 8 mm de longitud y 1 mm de espesor a una distancia de 

10 mm desde el fondo de la placa. La separación entre bandas fue de 3 mm. La distancia 

desde el borde lateral izquierdo hasta la primera banda aplicada se fijó en 20 mm. El 

frente de solvente se estableció a 80 mm desde el fondo de las placas de cromatografía. 

La cantidad máxima de muestra de extracto aplicada en cada placa fue de 1 mg/banda.  

Una vez finalizada la aplicación de los estándares o muestras en las placas 

cromatográficas, se procedió al presecado de las mismas durante 1 minuto, 

posteriormente se procedió a saturar la cámara de desarrollo cromatográfico con la 

correspondiente fase móvil y al desarrollo o elución de las placas de cromatografía. Al 

final de cada proceso de elución, las placas fueron sometidas a secado durante 5 

minutos. Los procesos de presecado, saturación, elución y secado fueron realizados con 

la cámara de desarrollo automática ADC2 (CAMAG). La elución de las placas 

cromatográficas fue llevada a cabo a temperatura (24±3 °C) y humedad (51±3 %) 

ambiental. 

Las imágenes de los cromatogramas fueron obtenidas mediante la aplicación 

de luz ultravioleta (UV) con una longitud de onda de 254 nm o 366 nm. Para este fin 

se utilizó el equipo TLC Visualizar (CAMAG). La generación de densitogramas fue 

llevada a cabo con el equipo TLC Scanner 4 (CAMAG), para esto se aplicó una 

velocidad de escaneo de 20 mm/s, una resolución de 100 µm/paso y una ranura de 

4x0,1 mm. Para las determinaciones de absorbancia se utilizó la lámpara de deuterio 

del equipo mientras que para las determinaciones en modo fluorescencia se utilizó la 

lámpara de mercurio como fuente de la radiación de excitación y el filtro de K400 para 

la lectura de la intensidad de la fluorescencia emitida. 
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El procesamiento y análisis de las imágenes de los cromatogramas y 

densitogramas fueron realizadas con el software VisionCATS 3.1. Los datos de 

absorbancia o fluorescencia medidos a los picos cromatográficos ubicados en los 

rangos de coeficiente de retención (Rf) correspondiente a cada compuesto analizado 

fueron utilizados para la construcción de rectas de calibración en función de la cantidad 

de sustancia por banda de los diferentes estándares. Estas rectas fueron utilizadas para 

determinar por interpolación la concentración de los compuestos bajo análisis en los 

extractos en miligramos por gramo. Los experimentos de determinación de los 

compuestos se realizaron al menos por triplicado para cada extracto evaluado. Los 

resultados se reportan como el promedio con su respectivo error estándar.  

4.3.2. Condiciones para la determinación simultánea de quercetina y kaempferol: 

Para la determinación de quercetina y kaempferol se preparó una solución de 

ambos estándares (SE) con concentraciones de 120 y 100 µg/mL, respectivamente. Se 

colocaron distintas bandas en las placas para análisis HPTLC con contenidos para 

ambas sustancias de referencia en los rangos de 120-480 ng/banda, para la quercetina, 

y 100-400 ng/banda, para el kaempferol. Estas bandas fueron utilizadas para la 

construcción de rectas de calibración. 

 Para la determinación de ambos compuestos en el extracto FL-20 se empleó 

como fase móvil a la mezcla tolueno: acetato de etilo: ácido fórmico (60:45:3 v/v/v) 

(fase móvil 1) con un tiempo de saturación de 10 minutos previo a la elución. Para el 

resto de los extractos se utilizó un sistema de doble elución, las placas fueron eluidas 

inicialmente con la fase móvil 1 y posteriormente con la fase móvil tolueno: acetato de 

etilo: n-hexano: ácido fórmico (60:30:10:3 v/v/v/v) (fase móvil 2) con períodos de 

saturación de 10 minutos antes de cada fase de elución.  Las diferentes condiciones 

aplicadas para FL-20 con respecto al resto de extractos se debe a que con ello la 

separación de las bandas de los componentes es más adecuada para dicho extracto. 

Una vez finalizados los procesos de elución se procedió a la generación de 

imágenes de los cromatogramas a 366 nm y de densitogramas a 380 nm. En el sistema 
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empleado para la determinación de quercetina y kaempferol en FL-20 se utilizaron los 

datos de absorbancia medidos a picos cromatográficos presentes en los rangos de Rf 

de 0,410±0,017 y 0,553±0,010, respectivamente. Para el sistema empleado durante la 

determinación de ambos compuestos en el resto de los extractos se utilizaron los 

valores de absorbancia establecidos en picos cromatográficos ubicados en los rangos 

de Rf de 0,504±0,020 y 0,713±0,017, respectivamente. 

4.3.3. Condiciones para la determinación simultánea de rutina e isoquercetina:  

Para la determinación de rutina e isoquercetina se preparó una solución de 

ambos estándares (SE) con concentraciones de 280 µg/mL. Se colocaron distintas 

bandas en las placas para análisis HPTLC con contenidos para ambos compuestos de 

referencia de entre 280 y 980 ng/banda. Estas bandas fueron utilizadas para la 

construcción de rectas de calibración. 

Para la determinación de rutina e isoquercetina en los extractos se utilizó un 

sistema de elución con la fase móvil butan-2-ol: n-butanol: acetato de etilo: ácido 

fórmico (60:40:15:10 v/v/v/v) (fase móvil 3) con un período de saturación de 20 

minutos antes del proceso de elución.  

Una vez finalizada la etapa de elución cromatográfica se procedió a la 

generación de imágenes de los cromatogramas a 254 nm y de densitogramas a 365 nm. 

Los datos de absorbancia utilizados para la determinación de rutina e isoquercetina 

fueron medidos a los picos cromatográficos presentes en los rangos de Rf de 

0,346±0,023 y 0,620±0,021, respectivamente.  

4.3.4. Condiciones para la determinación simultánea de lawsona y 2-MNQ: 

Para la determinación de lawsona y 2-MNQ se preparó una solución de ambos 

estándares (SE) con concentraciones de 220 y 340 µg/mL, respectivamente. Se 

colocaron distintas bandas en las placas para análisis HPTLC con contenidos para 

ambas sustancias de referencia en los rangos de 220-440 ng/banda, para la lawsona, y 

340-640 ng/banda, para 2-MNQ. Estas bandas fueron utilizadas para la construcción 

de rectas de calibración. 
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Para la determinación de lawsona y 2-MNQ en los extractos se utilizó un 

sistema doble elución. La primera etapa de elución se llevó a cabo con la fase móvil 

tolueno: acetato de etilo: ácido acético (80:30:3 v/v/v) (fase móvil 4), mientras que en 

la segunda etapa se utilizó la fase móvil tolueno: acetato de etilo: n-hexano: ácido 

acético (80:30:20:10 v/v/v/v) (fase móvil 5) con un período de saturación de 10 minutos 

antes de cada fase de elución.  

Una vez finalizados los procesos de elución cromatográfica se procedió a la 

generación de imágenes de los cromatogramas a 254 nm y de densitogramas a 275 nm. 

Los datos de absorbancia utilizados para la determinación de lawsona y 2-MNQ fueron 

medidos a los picos cromatográficos presentes en los rangos de Rf de 0,719±0,018 y 

0,848±0,010, respectivamente.  

4.3.5. Condiciones para la determinación de escopoletina: 

Para la determinación de escopoletina se preparó una solución de estándar 

(SE) de 300 µg/mL. Se colocaron distintas bandas en las placas para análisis HPTLC 

con contenidos para la sustancia de referencia en el rango de 30-300 ng/banda. Estas 

bandas fueron utilizadas para la construcción de la recta de calibración. 

Para la determinación de escopoletina en los extractos se utilizó un sistema 

doble elución. La primera etapa de elución se llevó a cabo con la fase móvil cloroformo: 

acetato de etilo: ácido fórmico (60:30:10 v/v/v) (fase móvil 6), mientras que en la 

segunda etapa se utilizó la fase móvil cloroformo: acetato de etilo (60:40 v/v) (fase 

móvil 7) con un período de saturación de 10 minutos antes de cada fase de elución.  

Una vez finalizados los procesos de elución cromatográfica se procedió a la 

generación de imágenes de los cromatogramas a 366 nm y a la generación de 

densitogramas mediante el análisis por fluorescencia, empleando una longitud de onda 

de excitación de 302 nm y realizando las lecturas de la intensidad de fluorescencia 

emitida con el filtro de detección K400. Los datos de fluorescencia utilizados para la 

determinación de escopoletina fueron medidos a los picos cromatográficos presentes 

en el rango de Rf de 0,623±0,037.  
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4.4. Determinación del contenido de compuestos fenólicos totales (TPC): 

La cuantificación de los compuestos fenólicos totales se estableció mediante 

el método Folin-Ciocalteu, el cual consiste en la transformación de complejos de 

fosfomolibdato VI a fosfomolibdato V de color azul por la acción reductora de los 

compuestos fenólicos presentes en el medio en que tiene lugar la reacción. El ensayo 

se efectuó de acuerdo con el procedimiento descrito por Bobo-García et al. (155). Para 

la construcción de la recta de calibración de ácido gálico se empleó soluciones estándar 

con concentraciones de 20 a 200 µg/mL. Además, se prepararon soluciones de prueba 

de los extractos con una concentración adecuada para su análisis por interpolación en 

la recta estándar ácido gálico.  

Para el análisis se tomaron alícuotas de 20 µL de las soluciones estándar o de 

las soluciones de los extractos liofilizados y se colocaron en pozos independientes de 

una microplaca de poliestireno de 96 pozos. Posteriormente se procedió a añadir 100 

µL de reactivo de Folin-Ciocalteu (RFC) 0,4 N a cada uno de los pozos seguido de la 

adición de 75 µL de carbonato de sodio 100 g/L. La placa se agitó durante 30 segundos 

y se mantuvo en reposo en el interior del lector de microplacas por 2 horas a 25±1°C. 

Después del período de reposo, se procedió a la lectura de la absorbancia a 750 nm. 

 La absorbancia obtenida con las soluciones estándar de ácido gálico fue 

corregida mediante la sustracción de la absorbancia del blanco correspondientes a 20 

µL de agua destilada sometidos al procedimiento de análisis. Adicionalmente, la 

absorbancia obtenida con las soluciones de los extractos fue corregida mediante la 

sustracción de la absorbancia obtenida con el blanco de muestra, correspondiente a 20 

µL de la disolución de extractos sometidos a análisis sustituyendo los 100 µL de RFC 

0,4 N por 100 µL de agua destilada. De este modo se corrigió la interferencia debida a 

la absorbancia intrínseca de las soluciones de los extractos. La cantidad de TPC en 

miligramos equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto (mg GAE/g) se 

determinó por interpolación de la absorbancia corregida de las soluciones de los 

extractos sujetas a análisis en la recta estándar obtenida de la regresión lineal de la 

absorbancia en función de la concentración de ácido gálico. El experimento se repitió 
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por triplicado para cada extracto. Los resultados se reportan como el promedio con su 

respectivo error estándar.  

4.5. Determinación del contenido de flavonoides totales (TFC): 

La cuantificación colorimétrica de flavonoides se efectuó mediante el ensayo 

de formación de complejos de los flavonoides con cloruro de aluminio. Para ello se 

siguió el método descrito por Magalhães et al. (156) con modificaciones. La quercetina 

se empleó como el compuesto de referencia para la cuantificación de flavonoides 

presentes en los extractos liofilizados. Para la construcción de la recta estándar se 

utilizaron soluciones de quercetina con concentraciones de 20 µg/mL a 60 µg/mL en 

metanol. Además, se prepararon soluciones de prueba de concentración adecuada para 

la cuantificación de flavonoides con cada uno de los extractos liofilizados empleando 

agua como solvente.  

Con respecto al procedimiento del análisis, se tomaron alícuotas de 50 µL de 

las soluciones estándar de quercetina y de las soluciones de los extractos. Estas se 

colocaron en pozos independientes de una microplaca de poliestireno de 96 pozos. 

Posteriormente se añadieron 50 µL de nitrito de sodio 6 g/L a cada uno de los pozos, 

seguido de un período de reposo de 5 minutos en el interior del equipo lector de 

microplacas. Después de transcurrido este lapso, se procedió a añadir 50 µL de una 

solución acuosa de cloruro de aluminio hexahidratado 22 g/L. Seguidamente, la placa 

se dejó en reposo por 6 minutos. A continuación, se procedió con la adición de 50 µL 

de una solución acuosa de hidróxido de sodio 0,8 M a cada pozo. La placa se agitó con 

ayuda del lector de microplacas por 30 segundos para luego proceder a la lectura 

inmediata de la absorbancia a 510 nm. El procedimiento se llevó a cabo a 25±1°C. 

La absorbancia obtenida con las soluciones de quercetina se corrigió mediante 

la sustracción de la absorbancia del blanco correspondiente a 50 µL de metanol 

sometidos al procedimiento de análisis. Adicionalmente, la absorbancia obtenida con 

las soluciones de los extractos se corrigió mediante la sustracción de la absorbancia 

obtenida con el blanco de muestra, correspondiente a 50 µL de la disolución de 
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extractos sometidos a análisis, sustituyendo los 50 µL de cloruro de aluminio 

hexahidratado 22 g/L por 50 µL de agua destilada. De este modo se corrigió la 

interferencia debida a la absorbancia intrínseca de las soluciones del extracto. La 

cantidad de TFC en miligramos de equivalentes de quercetina por gramo de extracto 

(mg QE/g) se determinó por interpolación de la absorbancia corregida de las soluciones 

de los extractos sujetas a análisis en la recta estándar obtenida de la regresión lineal de 

la absorbancia en función de la concentración de quercetina. El experimento se repitió 

por triplicado para cada extracto. Los resultados se reportan como la media con su 

respectivo error estándar.  

4.6. Determinación del contenido de antocianinas monoméricas totales (TMA):  

La cantidad de antocianinas monoméricas totales (TMA) se midió en los 

extractos a través del método colorimétrico de pH diferencial descrito por Lee, Durst, 

& Wrolstad (157) en el cual se determina la cantidad de antocianinas dada la propiedad 

de dichas sustancias de cambiar de color en función del pH del medio en que se 

encuentran.   

Con respecto al procedimiento de análisis, se prepararon diluciones de prueba 

con una concentración adecuada de los extractos, tanto en una solución amortiguadora 

de cloruro de potasio 0,025 M/ácido clorhídrico (pH = 1,0) como en una solución 

amortiguadora de acetato de sodio 0,4 M/ácido clorhídrico (pH = 4,5). La absorbancia 

de ambas diluciones preparadas al mismo nivel de concentración se midió con 

espectrofotómetro a 520 nm y 700 nm después de un período de reposo de 40 minutos 

desde su preparación en los medios con los pH indicados. Como blanco se utilizó agua 

destilada. 

 Con los datos de absorbancia se procedió al cálculo de la cantidad de TMA 

en los extractos expresada como miligramos equivalentes de cianidina-3-O-glucósido 

por gramo de extracto (mg C3GE/g). Para ello se utilizó la ecuación 1. El experimento 

se repitió por triplicado para cada extracto. Los resultados se reportan como la media 

con su respectivo error estándar. 
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TMA (mg C3GE/g) = {[(A520nm-A700nm)–(A’520nm-A’700nm)]• 449,2•1000}/(26 900•1•CE) 

Ecuación 1. Fórmula para el cálculo de TMA mediante el método colorimétrico de pH 

diferencial. 

En la ecuación 1 A520nm es la absorbancia a 520 nm a pH 1,0; A700nm es la 

absorbancia a 700 nm a pH 1,0; A’520nm es la absorbancia a 520 nm a pH 4,5; A’700nm es 

la absorbancia a 700 nm a pH 4,5; 449,2 es el peso molecular en gramos por mol de la 

cianidina-3-O-glucósido (C3G);  1 es el espesor de la cubeta en centímetros; 26 900 es 

la constante de absortividad molar (ε) de C3G en cm-1•M-1; CE es la concentración de 

prueba del extracto utilizada para el análisis en gramos por litro (g/L) y 1 000 

corresponde al factor de conversión de gramos a miligramos aplicado para C3G. 

4.7. Evaluación in vitro de la actividad antioxidante mediante ensayos químicos:  

4.7.1. Capacidad de absorción de radicales de oxígeno (ORAC): 

El ensayo ORAC permite evaluar la capacidad de un antioxidante de inhibir 

la degradación de la fluoresceína por la acción oxidante de radicales libres en 

condiciones de pH (7,4) y temperatura (37 °C) que simulan las condiciones de sistemas 

biológicos. El valor ORAC de los extractos se determinó mediante el método descrito 

por Kenny, Brunton & Smyth (158) con modificaciones. Se prepararon soluciones 

estándar de trolox con concentraciones de 20 µM a 60 µM en una solución 

amortiguadora de fosfatos 75 mM (pH 7,4) como solvente. Estas soluciones estándar 

fueron utilizadas para construir una recta estándar mediante regresión lineal. Las 

soluciones de prueba de los extractos y quercetina (control positivo) a analizar se 

prepararon en la misma solución amortiguadora de fosfatos a una concentración 

adecuada para su análisis por interpolación en la recta estándar de trolox.  

Con respecto al procedimiento experimental, 25 µL de cada solución estándar 

de trolox o de las soluciones de prueba de los extractos y del control positivo se 

colocaron en uno de los pozos de una microplaca negra de poliestireno de 96 pozos 

para análisis por fluorescencia. Luego, se añadieron 150 µL de fluoresceína disódica 

72 nM preparada en solución de fosfatos, seguido de un período de reposo de 30 
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minutos a 37 ± 1 °C dentro del lector de microplacas. Posteriormente se procedió a la 

adición de 25 µL de diclorhidrato de 2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) 153 mM 

en solución de fosfatos y a la agitación de la placa por 15 segundos. Inmediatamente 

después se procedió a la lectura de la fluorescencia de los pocillos cada minuto durante 

una hora conservando la temperatura a 37±1 °C. Para esta determinación se emplearon 

longitudes de onda de excitación y emisión de 485 nm y 528 nm, respectivamente. 

Los datos de fluorescencia obtenidos con cada pozo se transformaron 

de acuerdo con Ou, Hampsch-Woodill & Prior (159). En primera instancia, los valores 

de fluorescencia se normalizaron mediante la división de la fluorescencia de cada 

determinación consecutiva entre la fluorescencia inicial (fluorescencia a tiempo cero), 

obteniéndose valores de fluorescencia relativa (FR). Estos valores se graficaron en 

función del tiempo para obtener curvas de decaimiento. El área bajo la curva total de 

dichos gráficos obtenidos para las soluciones de prueba de los extractos o para las 

soluciones estándar de trolox (ABCM) se calculó mediante integración. Con la ecuación 

2 se procedió al cálculo del área bajo la curva neta (ABCN) para cada gráfico de 

decaimiento, donde ABCB es el área bajo la curva obtenida para el blanco (25 µL de 

solución de fosfatos sujetos al proceso de análisis).  

ABCN = ABCM-ABCB 

 
Ecuación 2. Cálculo del área bajo la curva neta de los gráficos de 

decaimiento de la fluorescencia relativa.  

Los valores de ABCN obtenidos con cada solución estándar fueron 

graficados en función de la concentración de trolox y mediante regresión lineal se 

obtuvo la recta estándar para confirmar el ajuste de los datos a una línea recta. Para el 

cálculo del valor ORAC de los extractos en micromoles de trolox por gramo de 

extracto liofilizado (µmol trolox/g) se utilizó la ecuación 3.  

ORAC = (ABCNE•CT)/(ABCNT•CE•1000) 

Ecuación 3. Fórmula para la determinación del valor ORAC de los extractos. 
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En la ecuación 3 ABCNE es el área bajo la curva neta obtenida con la solución 

de prueba de extracto, ABCNT corresponde al área bajo la curva neta obtenida con una 

solución estándar de trolox de concentración CT correspondiente al punto central de la 

recta estándar de trolox, CE es la concentración de la solución de prueba del extracto 

en gramos por litro (g/L) y 1000 es el factor de conversión de micromoles a milimoles. 

El experimento se repitió por triplicado para cada extracto y la quercetina. Se reporta 

el valor promedio ORAC de los extractos y de quercetina en milimoles equivalentes de 

trolox por gramo de extracto liofilizado (mmol de TE/g) con su respectivo error 

estándar.  

4.7.2. Actividad barredora sobre el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH): 

El DPPH representa un radical libre cuyas soluciones se decoloran a medida 

que es estabilizado por la transferencia de electrones y átomos de hidrógeno 

procedentes de un antioxidante. La concentración efectiva que permite la estabilización 

del 50 % del radical DPPH (IC50DPPH) se midió mediante el método reportado por 

Kenny, Brunton & Smyth (158) con modificaciones. Se preparon soluciones dobles 

seriadas de los extractos liofilizados y quercetina (control positivo) de diferente 

concentración en agua o en metanol al 80 % v/v, respectivamente. Se tomaron alícuotas 

de 50 µL de cada una de las diluciones de quercetina o de los extractos liofilizados. 

Estas se colocaron en pozos independientes de una microplaca de poliestireno de 96 

pozos. Posteriormente se añadieron 50 µL de una solución de DPPH 0,12 mM en 

metanol. Seguidamente, la microplaca se agitó por 30 segundos y dejó en reposo por 

30 minutos bajo protección de la luz en el interior del equipo lector de microplacas. 

Inmediatamente después del lapso de reposo, se procedió a la lectura de la absorbancia 

de cada pozo a 515 nm. El procedimiento se llevó a cabo a 25±1 °C. 

Con los datos de absorbancia se calculó el porcentaje de la actividad barredora 

del radical DPPH (RSA) para cada una de las concentraciones de prueba con la 

ecuación 4. Donde AC es la absorbancia promedio de tres réplicas de los pozos control 

(50 µL de solvente de las soluciones de prueba de quercetina o de los extractos a los 

que se le añadirán 50 µL de DPPH 0,12 mM), AB es la absorbancia promedio del blanco 
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(pozos con 100 µL de metanol), AM es la absorbancia promedio obtenida con las 

diluciones de prueba, ABM es la absorbancia promedio de tres réplicas del blanco de 

muestra, correspondiente a 50 µL de la solución del extracto o quercetina al que se le 

añaden 50 µL de metanol en sustitución de la solución de DPPH 0,12 mM.  

% RSA = [(AC-AB)-(AM-ABM)]•100/(AC-AB) 

Ecuación 4. Fórmula para la determinación del porcentaje de actividad secuestrante 

del radical DPPH de los extractos. 

A partir de los valores de RSA, se procedió a la construcción de una curva 

dosis respuesta de acuerdo con el modelo matemático de Hill. Para ello se graficaron 

los valores de RSA en función del logaritmo decimal de la concentración de los 

extractos o de quercetina. Con dichos gráficos se procedió a estimar por interpolación 

el valor IC50DPPH de cada uno de los extractos en microgramos por mililitro (µg/mL) 

(160). El análisis se repitió tres veces para cada uno de los extractos y la quercetina 

(construcción de tres curvas de dosis respuesta independientes). Los resultados se 

reportan como el IC50DPPH promedio con su respectivo error estándar.  

4.7.3. Potencial antioxidante reductor férrico (FRAP): 

Mediante el ensayo FRAP se valora colorimétricamente la capacidad de los 

extractos de reducir al ion hierro III a hierro II. La determinación del valor FRAP de 

los extractos en micromoles de trolox por gramo de extracto liofilizado (µmol de 

trolox/g) se estableció adaptando la metodología descrita por Işıl Berker et al. (161) 

para su ejecución en microplacas de 96 pozos. Se prepararon soluciones estándar de 

trolox de 20 µM a 100 µM en metanol que se utilizaron para la construcción de una 

recta estándar mediante regresión lineal. Se prepararon soluciones de los extractos o 

quercetina (control positivo) con una concentración adecuada para su análisis por 

interpolación en la recta estándar de trolox. Estas soluciones se prepararon en agua y 

metanol, respectivamente.  

Con respecto al procedimiento de análisis, se tomaron alícuotas de 20 µL de 

las soluciones estándar de trolox o de las diferentes soluciones de los extractos y 
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quercetina. Estas se colocaron en una microplaca de poliestireno de 96 pozos, seguido 

de la adición de 130 µL de ácido clorhídrico 30 mM a cada pocillo. Luego se añadieron 

25 µL de ferricianuro de potasio al 1,2 % y 25 µL de cloruro férrico hexahidratado al 

0,1 %. Como blanco se utilizaron pozos con 20 µL de metanol tratados del mismo modo 

que los pozos con estándar. Como blanco de muestra, se utilizaron alícuotas de 20 µL 

de las soluciones de muestra a las que se añadieron 130 µL de ácido clorhídrico 30 

mM, 25 µL de agua destilada y 25 µL de cloruro férrico hexahidratado al 0,1 %.  

Posteriormente, la placa se agitó por 30 segundos con ayuda del lector de microplacas, 

seguido de un lapso de reposo de 40 minutos a 25±1 °C. Después del período de reposo, 

se procedió a la lectura de la absorbancia a 700 nm.  El valor FRAP de los extractos se 

determinó por interpolación de su absorbancia corregida por la sustracción de la 

absorbancia del blanco de muestra en la recta estándar obtenida con el trolox. El 

experimento se repitió por triplicado para cada extracto.  Se reporta el valor promedio 

FRAP de los extractos y de quercetina en milimoles equivalentes de trolox por gramo 

de extracto liofilizado (mmol de TE/g) con su respectivo error estándar.  

4.7.4. Determinación de la actividad quelante sobre el ion hierro II (FIC): 

Este método consiste en determinar la actividad quelante de los extractos al 

inhibir la formación de complejos de hierro II o ion ferroso con ferrozina, debido a las 

diferencias de afinidad entre los componentes del extracto y la ferrozina por el ion 

hierro II para la formación complejos. El ion hierro II puede participar en reacciones 

de Fenton generadoras de radicales libres que pueden ser evitadas mediante la 

formación de complejos con dicho ion (80).  

La actividad quelante sobre el ion hierro II se evaluó mediante el método 

colorimétrico descrito por Sousa Santos, Alvarenga Brizola & Granato (80) con 

modificaciones. Se prepararon soluciones estándar de EDTA de 25 µM a 100 µM en 

agua que se utilizaron para la construcción de una recta estándar mediante regresión 

lineal. Se prepararon soluciones de los extractos o quercetina (control positivo) con una 

concentración adecuada para su análisis por interpolación en la recta estándar de 

EDTA. Estas soluciones se prepararon en agua y metanol, respectivamente.  



48 

 
 

Se tomaron 50 µL de las soluciones de estándar, extractos o quercetina estos 

se colocaron en un pozo de una microplaca de poliestireno de 96 pozos. Posteriormente, 

se añadieron 160 µL de agua destilada a cada pozo seguidos por 20 μL de cloruro de 

hierro II (0.3 mM). A continuación, se dejó reposar la mezcla por 5 minutos y por 

último se agregaron 30 μL de ferrozina (0,8 mM). La mezcla se dejó en reposo bajo 

oscuridad dentro del lector de microplacas por 15 minutos y luego se midió la 

absorbancia a 562 nm. Como blanco se utilizó la absorbancia promedio de pozos en 

los que se sustituyó la alícuota de 50 µL de la solución muestra o estándar por agua 

destilada. Como blanco para la corrección de la interferencia en la absorbancia debida 

a la coloración intrínseca de los extractos (blanco de muestra) se utilizó el mismo 

procedimiento sustituyendo los 30 µL de ferrozina 0,8 mM con 30 µL de agua 

destilada. La actividad quelante de los extractos y la quercetina se determinó por 

interpolación de las absorbancias corregidas en la recta estándar. El experimento se 

repitió por triplicado para cada extracto y la quercetina.  Se reporta el valor promedio 

de la actividad quelante en términos de micromoles equivalentes de EDTA por gramo 

de extracto (µmol EDTAE/g) con su respectivo error estándar.  

4.8. Evaluación in vitro de la actividad antioxidante mediante ensayos biológicos: 

4.8.1. Inhibición de la peroxidación lipídica de homogenizados de hígado de rata 

(LPO): 

El ensayo consiste en determinar la capacidad de los extractos para reducir la 

peroxidación lipídica de homogenizados obtenidos de hígado de rata expuestos a 

hidroperóxido de tert-butilo (TBHP). Esto se establece a través de la determinación de 

la reducción en la generación de especies reactivas con ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

derivadas de la peroxidación de lípidos presentes en el homogenizado.  

El uso de los animales para poder llevar a cabo este ensayo fue aprobado por 

el Comité Institucional de Cuido y Uso de Animales (CICUA) según el oficio CICUA-

018-2022.  Los animales se adquirieron del Laboratorio de Ensayos Biológicos (LEBI). 

Los hígados se obtuvieron de ratas Sprague-Dawley macho de 7 semanas de edad (peso 
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promedio ± desviación estándar: 221±25 g). Antes del procedimiento de extracción del 

tejido hepático, los animales tuvieron una semana de aclimatación a 20-30 °C, 60-70 

% de humedad relativa, y con ciclos de iluminación y oscuridad de 12 horas con acceso 

a agua y alimento ad libitum.   Luego de este período, los animales fueron anestesiados 

con cámara dióxido de carbono (CO2) y sometidos a eutanasia por decapitación, 

seguido de la extracción de los hígados.  

La preparación de los homogenizados de cada hígado y la evaluación de la 

capacidad de los extractos para inhibir su peroxidación lipídica se llevó a cabo 

siguiendo la metodología descrita por Azofeifa et al. (162). Cinco gramos de hígado se 

homogenizaron con 20 mL de solución amortiguadora salina de fosfatos (PBS). Luego 

mediante centrifugación a 9000 xg por 15 minutos se eliminaron las partículas sólidas 

y se continuó trabajando con el sobrenadante (homogenizado al 20 % de tejido).  Se 

prepararon soluciones con diferentes concentraciones de los extractos y quercetina 

(control positivo) de las cuales 75 µL se combinaron con 750 µL de homogenizado de 

hígado. Como control de 100 % de producción de TBARS, se utilizó la mezcla de 75 

µL de PBS con 750 µL de homogenizado. Las mezclas anteriores se incubaron a 37 °C 

por 30 minutos. Posteriormente, se indujo la peroxidación lipídica de los 

homogenizados añadiendo TBHP a una concentración final de 1,7 mM. La mezcla se 

incubó por una hora a 37 °C y a continuación, se procedió a la cuantificación de TBARS 

como productos de punto final de la peroxidación lipídica.  

Para la determinación de TBARS se siguió el procedimiento descrito por 

Uchiyama & Mihara (163).  Una alícuota de 250 µL de homogenizado de hígado 

tratado con TBHP y expuesto a extracto, quercetina o a PBS, se mezcló con 250 µL de 

ácido tricloroacético al 35 % y con 250 µL de solución de Tris-HCl (50 mM, pH 7,4). 

La mezcla resultante se agitó e incubó por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, 

se añadieron 500 µL de ácido tiobarbitúrico al 0,75 % y se procedió a calentar a 

ebullición por 45 minutos. A continuación, se dejó enfriar la mezcla y se le añadieron 

500 µL de ácido tricloroacético al 70 % para proseguir con su centrifugación a 2500 xg 

por 15 minutos. La absorbancia del sobrenadante se determinó a 532 nm. Dicha 
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absorbancia se corrigió sustrayendo la absorbancia de los blancos de muestra 

correspondientes a mezclas preparadas siguiendo los procedimientos descritos 

anteriormente, sustituyendo el homogenizado por PBS.  La concentración de TBARS 

en el sobrenadante se calculó utilizando los datos de absorbancia corregidos y el 

coeficiente de absortividad molar del aducto formado por la reacción de Schiff entre el 

malondialdehído producido por la peroxidación de los lípidos del homogenizado y el 

ácido tiobarbitúrico, el cual corresponde a 1.56 x 105 cm-1•M-1. El valor basal de 

TBARS de cada homogenizado se determinó siguiendo los mismos procedimientos, 

pero sustituyendo los 75 µL de solución de extracto por PBS y la mezcla no se trató 

con TBHP.   

El porcentaje de inhibición de la producción de TBARS obtenido a los 

diferentes niveles de concentración de cada tratamiento se calculó con la ecuación 5. 

En dicha ecuación TM son los niveles de TBARS obtenidos al tratar el homogenizado 

con extracto o quercetina, TC son los niveles de TBARS del control al 100 % de 

producción de TBARS y TB es el nivel basal de TBARS del homogenizado utilizado 

para realizar el ensayo.  

% Inhibición TBARS = [(TC-TB)-(TM-TB)]•100/(TC-TB) 

Ecuación 5. Fórmula para la determinación del porcentaje de inhibición de la 

producción de TBARS en los homogenizados de hígado de rata sometidos a 

peroxidación lipídica.  

Mediante la construcción de una curva de dosis respuesta por regresión 

cuadrática de los valores de porcentaje de inhibición de la producción de TBARS en 

función de la concentración de los extractos, se determinó la concentración que produce 

la inhibición del 50 % de la peroxidación lipídica (IC50LPO) inducida en los 

homogenizados de hígado de rata por la adición de TBHP. El experimento se repitió 

por cuadriplicado para cada extracto (se realizaron pruebas con cuatro homogenizados 

de hígado de ratas diferentes). Los resultados se reportan como el promedio del IC50LPO 

con su respectivo error estándar. 
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4.8.2. Actividad antioxidante celular de eritrocitos (ERYCA): 

El ensayo ERYCA se llevó a cabo de acuerdo con la metodología descrita por 

González et al. (164). Este ensayo consiste en la evaluación de la capacidad de agentes 

antioxidantes de inhibir la hemólisis de eritrocitos inducida por la peroxidación lipídica 

que tiene lugar al incubar estas células en presencia de AAPH (fuente de radicales 

libres).  

Alícuotas de 50 µL de una suspensión de eritrocitos al 2 % en PBS se 

colocaron en pozos de una microplaca de 96 pozos de poliestireno (concentración final 

de los eritrocitos en los pozos de 0,45 %). Posteriormente, 100 μL de las soluciones de 

prueba de los extractos o de las soluciones estándar de quercetina, se añadieron a los 

pozos con la suspensión de eritrocitos. Se definieron pozos control a los que solo se les 

añadió 100 μL de PBS en lugar de solución de extractos o de quercetina. Las 

concentraciones finales de quercetina en los pozos fueron de entre 0 µM a 30 μM. 

Luego, la microplaca se agitó por 30 segundos dentro del equipo lector de microplacas 

a una temperatura de 37±0,4 °C.  

Transcurrido el período de agitación, se procedió a añadir 100 µL de AAPH 

hasta una concentración final de 100 μM a cada pozo con solución de quercetina o de 

los extractos y también en los pozos control, esto para inducir la peroxidación lipídica 

de la membrana de los eritrocitos. La hemólisis de los eritrocitos inducida por la 

peroxidación de su membrana se monitorizó cada 5 minutos por un período de tiempo 

de 6 horas a 700 nm de longitud de onda. Antes de cada determinación de la 

absorbancia se procedió a la agitación de la microplaca por 15 segundos. 

Para cada uno de los datos de absorbancia obtenidos a diferente tiempo se 

procedió a su normalización mediante el cálculo de la absorbancia relativa (AR), esto 

mediante su división con la absorbancia inicial (tiempo cero). El efecto protector de la 

quercetina y los extractos sobre la membrana de los eritrocitos se determinó como el 

área bajo la curva total de la muestra (ABCM) obtenida de graficar AR en función del 

tiempo. Con dicha área bajo la curva se procedió con el cálculo del área bajo la curva 
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neta (ABCN), para ello se le restó a la ABCM obtenida con las soluciones de los 

extractos y quercetina el área bajo la curva del control (ABCC). Los datos ABCN 

obtenidos para la quercetina se graficaron en función de la concentración para la 

obtención de una recta estándar mediante regresión lineal. Dicha recta se utilizó para 

calcular la actividad protectora de los extractos sobre la membrana de los eritrocitos en 

términos de milimoles equivalentes de quercetina por gramo de extracto (mmol QE/g). 

Se realizaron tres ensayos independientes para cada extracto. Los resultados se reportan 

como el promedio con su respectivo error estándar. 

4.8.3. Determinación de la capacidad de estabilización de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) intracelulares: 

4.8.3.1. Determinación preliminar de la citotoxicidad de los extractos: 

Antes de realizar la prueba de determinación de la capacidad estabilizadora de 

los extractos y la quercetina sobre los ROS intracelulares es necesario definir el rango 

de concentración de estos que permite una viabilidad celular superior del 80 % sobre 

la línea celular a utilizar (165).  Se emplearon células Vero (células epiteliales de riñón 

de mono verde africano, American Type Culture Collection (ATCC) N° CCL-81). La 

viabilidad de las células se determinó mediante el ensayo de reducción de resazurina a 

resorufina, un producto fluorescente, por acción del metabolismo celular (166).  

Las condiciones de incubación utilizadas en los distintos experimentos con 

células Vero fueron las mismas. Para ello se utilizó una temperatura de 37 °C y una 

atmósfera al 5 % de CO2.  La viabilidad celular se midió de acuerdo con el 

procedimiento descrito por Gómez-García et al. (167) con modificaciones. Las células 

fueron cultivadas en medio esencial mínimo (MEM) con rojo fenol suplementado con 

suero fetal bovino (10 %), glutamina (2 mM), penicilina/estreptomicina (50 U/mL) y 

anfotericina B (250 µg/mL) hasta alcanzar una confluencia igual o mayor al 90 %. 

Posteriormente las células fueron tripsinizadas (tripsina-EDTA 0,10 %:0.4 %) y 

resuspendidas en medio de cultivo hasta una concentración de 250 000 células/mL. Se 

colocaron 100 µL de dicha suspensión de trabajo en los pozos de una microplaca negra 
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estéril de 96 pozos para análisis por fluorescencia. La microplaca fue incubada durante 

22 horas para promover la adhesión de las células al fondo de los pozos.  

Una vez finalizado el período de incubación, las células se lavaron dos veces 

con PBS y se les añadieron 100 µL las soluciones de extractos o quercetina en medio 

de cultivo a una concentración máxima de 100 µg/mL y 24 µg/mL, respectivamente. 

Se definieron pozos control (viabilidad del 100 %) a los cuales se les añadió 100 µL de 

medio de cultivo. A continuación, la microplaca fue incubada durante 22 horas. Una 

vez terminado el período de incubación, los pozos se lavaron dos veces con PBS y se 

les añadió una solución de resazurina (44 µM) en medio de cultivo libre de rojo fenol. 

La microplaca se incubó nuevamente durante 2 horas. Seguidamente se procedió a 

medir la fluorescencia de los pozos a una longitud de onda excitación de 540 nm y a 

una longitud de onda de emisión de 590 nm. El porcentaje de viabilidad celular se 

calculó con la ecuación 6, donde FM es la intensidad de fluorescencia de los pozos de 

las células tratadas con extractos o quercetina y FC es la intensidad de fluorescencia 

medida a los pozos control. El experimento se repitió por triplicado para cada extracto. 

Los resultados se reportan como el promedio con su respectivo error estándar. 

% Viabilidad = (FM/FC)•100 

Ecuación 6. Fórmula para la determinación del porcentaje de viabilidad celular de las 

células Vero expuestas a los extractos o a la quercetina.  

4.8.3.2. Determinación del potencial reductor de ROS a nivel intracelular:  

Mediante este ensayo se determinó la capacidad de los extractos y de la 

quercetina (control positivo) para estabilizar ROS a nivel intracelular los cuales pueden 

oxidar a la sonda diacetato de 2’,7’–diclorohidrofluoresceína no fluorescente 

(H2DCFDA)  a 2’,7’–diclorofluoresceína, un compuesto fluorescente. La presencia de 

un agente antioxidante capaz de ser internalizado por las células y de estabilizar los 

ROS intracelulares favorece menores niveles de fluorescencia debido a una menor 

oxidación de la sonda (168).  
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El ensayo se llevó a cabo con células Vero cultivadas en microplacas para 

análisis por fluorescencia bajo las mismas condiciones utilizadas en el ensayo de 

viabilidad celular. Una vez finalizado el período de incubación de 22 horas para que 

las células se adhirieran se procedió a lavar las células dos veces con PBS y 

seguidamente se añadieron 100 µL de soluciones en medio de cultivo con 

concentraciones de 25 µg/mL, 50 µg/mL y 100 µg/mL de los extractos, o 8 µg/mL, 16 

µg/ml y 24 µg/mL de quercetina (control positivo). Dichas concentraciones se 

utilizaron luego de determinarse que los extractos y la quercetina a niveles de 100 

µg/mL y 24 µg/mL, respectivamente, permiten una viabilidad celular superior al 80 %. 

También se incluyeron pozos control a los cuales se les añadió medio de cultivo sin 

extractos ni quercetina.  

Posteriormente, la microplaca fue incubada durante 22 horas. Luego se 

procedió a lavar las células dos veces con PBS y se les añadió 100 µL de medio libre 

de rojo fenol (medio de cultivo utilizado también en los pasos subsecuentes) con la 

sonda H2DCFDA 100 µM a cada pozo. La placa fue incubada durante 1 hora para 

promover la internalización y desacetilzación de H2DCFDA a nivel intracelular. 

Seguidamente, las células se lavaron una vez con PBS y se procedió a la adición de 

100 µL de medio de cultivo con TBHP (inductor de estrés oxidativo) 150 µM a los 

pozos con células tratadas con extractos o quercetina y a la mitad de los pozos control 

con células tratadas únicamente con medio de cultivo (pozos control con 100 % de 

generación de ROS). La otra mitad de los pozos control fue tratada con 100 µL de 

medio de cultivo sin TBHP (pozos control del nivel basal de producción de ROS a nivel 

intracelular). La microplaca fue incubada a 37 °C a una atmósfera al 5 % de CO2 

durante 15 minutos, posteriormente la fluorescencia de los pozos fue medida a una 

longitud de onda de excitación 485 nm y a una longitud de onda de emisión de 535 nm. 

El valor promedio de la fluorescencia de los pozos control del nivel basal de 

producción de ROS intracelular se le resto al valor de fluorescencia de los pozos 

restantes y se procedió al cálculo del porcentaje de inhibición de ROS (IROS) 

intracelulares con la ecuación 7. En dicha ecuación FC es la fluorescencia promedio de 
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los pozos control con 100 % de generación de ROS inducida, FM es la fluorescencia 

promedio de los pozos tratados con extractos o quercetina. La prueba se repitió por 

quintuplicado. Los resultados se reportan como el promedio de porcentaje de inhibición 

obtenido a cada concentración de extracto o quercetina con el respectivo valor de error 

estándar  

% IROS = [(FC-FM)/FC]•100 

Ecuación 7. Fórmula para la determinación del porcentaje de inhibición de la 

generación de ROS (IROS) a nivel intracelular en células Vero.  

4.9. Determinación de la actividad antibacteriana in vitro: 

Para la determinación de la actividad antibacteriana se utilizaron cultivos de 

24 horas de las siguientes cepas de prueba: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Escherichia coli (ATCC BAA-2452), 

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) y Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Typhimurium (conocida como S. typhimurium) (ATCC 14028). E. faecalis se cultivó 

en medio agar infusión cerebro corazón mientras el resto de los microrganismos se 

cultivaron en agar soya tripticasa.  Estos cultivos se emplearon para preparar las 

suspensiones bacterianas utilizadas en los ensayos de microdilución.  

Las dos primeras cepas mencionadas corresponden a bacterias productoras de 

biopelículas. La cepa E. coli (ATCC BAA-2452) es portadora de la enzima metalo-β-

lactamasa de Nueva Delhi-1, la cual le confiere resistencia ante los fármacos β-

lactámicos, incluidos carbapenemos. Esta cepa de E. coli también tiene resistencia 

reportada contra aminoglicósidos. El resto de las cepas corresponden a bacterias de 

referencia para medir la actividad de agentes antimicrobianos y su inclusión es de 

utilidad para el análisis del espectro de actividad de los extractos frente a patógenos 

oportunistas (169).  

Los ensayos de microdilución con cada cepa de prueba se llevaron a cabo de 

acuerdo con la metodología descrita por Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda (170) con 
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modificaciones. Alícuotas de 50 µL de una suspensión bacteriana en caldo de cultivo 

con una densidad de microorganismo de entre 4x105 y 1,6x106 unidades formadoras de 

colonias por mililitro (UFC/mL), se colocaron en pozos de una microplaca de 

poliestireno de fondo redondo estéril de 96 pozos. Posteriormente se añadieron 50 µL 

de diluciones dobles seriadas estériles de los extractos para alcanzar una concentración 

final en los pozos de entre 1,25 y 10 mg/mL. Como control positivo se utilizaron pozos 

con bacteria a los que se le añadieron 50 µL de diluciones dobles seriadas estériles de 

ceftriaxona disódica (para S. aureus, S. epidermidis, K. pneumoniae, S. enterica y P. 

aeruginosa) o clorhidrato de ciprofloxacina (E. coli y E. faecalis) con concentraciones 

máximas de prueba de 64 µg/mL y 4 µg/mL, respectivamente. Tanto las diluciones de 

ceftriaxona disódica como la de los extractos se prepararon en caldo de cultivo.  Para 

los ensayos de microdilución con E. faecalis se empleó caldo infusión cerebro corazón 

como medio líquido mientras que para el resto de las cepas se utilizó caldo Müller-

Hinton con ajuste catiónico.  

Como control de la esterilidad del proceso de preparación de la microplaca se 

utilizaron pozos a los que se les añadió únicamente 100 µL caldo de cultivo. Una vez 

preparada, la microplaca se cubrió con su tapa y se incubó por 20 horas a 35±2 °C. 

Luego del período de incubación, se procedió a la determinación de la concentración 

mínima inhibitoria (CMI) de los extractos y de los controles, la cual se define como la 

concentración final más baja en los pozos que no permite crecimiento bacteriano 

observable. El ensayo se llevó a cabo al menos por triplicado con cada extracto y con 

el respectivo control positivo sobre cada una de las cepas de prueba.  

De manera consecutiva al ensayo de microdilución, se tomaron alícuotas de 

50 µL de aquellos pozos tratados con los extractos sin crecimiento bacteriano 

observable. Las alícuotas se colocaron en placas de Petri estériles y se les añadieron 20 

mL de agar tripticasa soya estéril a 45-55 °C a cada placa seguido de agitación. 

Seguidamente, la placa se cubrió y el agar se dejó solidificar a temperatura ambiente. 

Posteriormente, la placa se incubó a 35±2 °C por 24 horas. Después del período de 

incubación, se procedió a la determinación de las UFC en cada placa. La concentración 
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mínima bactericida (CMB) se define como la concentración mínima del agente 

antibacteriano analizado en los pozos del ensayo de microdilución que elimina el 99,9 

% de las colonias bacterianas colocadas inicialmente en los pocillos (170). Los datos 

se reportan como el promedio con el correspondiente valor de error estándar.  

4.10. Análisis estadístico de resultados: 

Los valores de área bajo la curva descritos en los métodos ORAC y ERYCA 

se calcularon utilizando el programa Gen 5 3.09. Los cálculos de IC50 así como los 

análisis de regresión lineal se realizaron mediante el programa GraphPad Prism 9.4.  

Esta última aplicación también se utilizó para calcular los valores promedio y datos de 

error estándar de los resultados obtenidos en los diferentes ensayos, para la 

construcción de gráficos relacionados con dichos datos. 

Los análisis de comparación de los resultados de los extractos se establecieron 

mediante pruebas t de Student (comparaciones entre dos grupos o tratamientos) o 

análisis de varianza (ANOVA) de una vía con pruebas post hoc de Tukey 

(comparaciones de resultados de tres o más tratamientos). En los casos en que no se 

cumplió la igualdad de varianzas de acuerdo con la prueba de Brown-Forsythe, se 

utilizó ANOVA de Welch con pruebas post hoc T3 de Dunnett. Las comparaciones post 

hoc de los resultados de actividad antioxidante y antibacteriana de los extractos con 

respecto a los controles se determinó mediante pruebas de comparación múltiple de 

Dunnett. Para la realización de estos análisis se utilizó el programa GraphPad Prism 

9.4.  

La aplicación GraphPad Prism 9.4 también se utilizó para los análisis de 

correlación de Spearman entre los datos de determinación de compuestos fenólicos 

bioactivos mediante HPTLC, cuantificación de compuestos fenólicos (TPC, TFC, 

TMA) y los resultados de cada ensayo in vitro de actividad antioxidante. En el caso 

específico de la prueba de determinación del potencial reductor de ROS a nivel 

intracelular, los datos utilizados para el análisis de correlación corresponden al 
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porcentaje de reducción de los niveles intracelulares de ROS (IROS) a la concentración 

de prueba de los extractos de 100 µg/mL.  

Adicionalmente, para los análisis de correlación se crearon dos variables 

determinadas para cada extracto correspondientes a la sumatoria de compuestos 

fenólicos cuantificados mediante ensayos HPTLC (SCF) y el índice de actividad 

antibacteriana (IAB).  La última variable consiste en el cociente de dividir el número o 

cantidad de cepas de prueba sobre las que el extracto demostró actividad entre el valor 

promedio de CMI demostrado sobre las cepas susceptibles. Dicho indicador se utilizó 

como una medición general de la actividad antibacteriana de los extractos. Esta variable 

se creó con la finalidad de reducir la varianza total de los datos en los análisis de 

componentes principales (PCA) realizados posteriormente.  En el cuadro A5 de los 

anexos se muestra el valor numérico de SCF y IAB.   

La aplicación STATISTICA 8.0 se empleó para la realización de análisis de 

componentes principales (PCA) sobre las mismas variables incluidas en los análisis de 

correlación de Spearman.  Para ello se utilizó el método de unidades estandarizadas. 

Para los diferentes análisis estadísticos se utilizó un valor de significancia de α = 0,05. 
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5. Resultados y discusión:  

5.1. Determinación de compuestos biológicos bioactivos por cromatografía 

HPTLC: 

En la figura 3 se presentan cromatogramas de referencia para la detección de 

compuestos fenólicos bioactivos mediante los análisis HPTLC. En la sección 8.5 de los 

anexos se muestran los densitogramas que confirman la presencia o ausencia de los 

compuestos sujetos a análisis.  En general, los extractos presentan perfiles 

cromatográficos complejos en términos de la cantidad de bandas de diferentes 

componentes que son posibles de observar en los cromatogramas. Es debido a esta 

complejidad que en la mayoría de los casos fue necesario de sistemas cromatográficos 

con doble fase de elución con el propósito de tener un grado de separación aceptable 

para las bandas de los compuestos analizados, estrategia que ha sido reportada 

previamente por otros autores en circunstancias similares (171,172).  

La quercetina fue detectable en los extractos PAH-20, HH-20 y FL-20. 

Mientras que el kaempferol se detectó en PEH-20, PAH-20 y FL-20.  Con respecto a 

los extractos elaborados con las hojas recolectadas en 2021, las cuales fueron sometidas 

a secado bajo diferentes técnicas, los tres extractos (HL-21, HH-21 y HS-21) resultaron 

positivos para quercetina y kaempferol. La rutina fue detectada en todos los extractos 

a excepción de PEH-20 y RH-20, mientras que la isoquercetina pudo detectarse en HH-

20 y HL-21. 

Los flavonoides quercetina y kaempferol son metabolitos secundarios 

caracterizados por demostrar diversas actividades biológicas, que incluyen efectos 

antioxidantes, antibacterianos, antinflamatorios, antineoplásicos, antiarterioscleróticos 

y ansiolíticos, entre otros (173-178). La presencia de estos metabolitos ha sido 

reportada entre diferentes especies del género Impatiens, incluyendo a I. balsamina, I. 

glandulifera, I. textori. I walleriana e I. noli-tangere, las cuales son reconocidas como 

plantas medicinales de interés farmacológico (179). Frutos y otras plantas reconocidas 

por su alta actividad antioxidante también presentan dichos compuestos, entre las que 
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se puede mencionar los cítricos, diferentes bayas, como las moras (Morus spp., Rubus 

spp.),  los arándanos (Vaccinium spp.) y las cerezas (Pronus spp.), el té verde (Camellia 

sinensis) y las hojas de Ginkgo biloba (180-182). La quercetina puede encontrarse en 

las plantas del género Impatiens en forma de glicósidos, por ejemplo, los compuestos 

rutina e isoquercetina (179). Dichos metabolitos también se caracterizan por ser 

relevantes desde el punto de vista farmacológico. Entre sus propiedades reportadas se 

encuentran su actividad antibacteriana y antioxidante (183-185).  

Por otra parte, la lawsona fue detectable únicamente en los extractos HL-21 y 

HS-2, mientras que 2-MNQ no se detectó en ninguno de los extractos bajo estudio. La 

lawsona corresponde a una naftoquinona bioactiva identificada en plantas del género 

Impatiens entre las que se incluye a I. glandulifera, I. balsamina, I. capensis, I. noli-

tangere, I. pallida e I. parviflora (179). Este compuesto se caracteriza por presentar 

actividad antimicrobiana y antioxidante (186-188). Además, 2-MNQ es una de las 

principales sustancias activas que han sido identificadas entre diferentes plantas del 

género Impatiens de interés medicinal, entre las que destacan I. balsamina e I. 

glandulifera (179). Dicha naftoquinona se caracteriza por su relevante actividad 

antimicrobiana (188,189). 

Existen diferentes factores que podrían explicar la ausencia de 2-MNQ en los 

extractos analizados entre los que se pueden incluir factores genéticos y epigenéticos 

de la especie estudiada, estadio fenológico de los especímenes recolectados y factores 

ambientales. Los genes que codifican para las enzimas implicadas en la biosíntesis 

completa de 2-MNQ podrían estar ausentes o silenciados mediante mecanismos 

epigéneticos, la fase de crecimiento de la planta podría no ser la óptima para la 

expresión del metabolito e inclusive las condiciones ambientales en las que se cultiva 

la planta podrían tener influencia en dicho proceso.  Estos son factores que pueden 

afectar la expresión de metabolitos secundarios en plantas medicinales y en especies 

del género Impatiens (190-193). Sin embargo, estas hipótesis deben ser verificadas 

experimentalmente, aspecto que se aleja de los objetivos de la presente investigación. 
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A pesar de ello los resultados obtenidos pueden sentar la base para justificar futuras 

investigaciones en la materia.  

De las sustancias determinadas mediante los ensayos cromatográficos, la 

escopoletina fue la única en ser detectada en todos los extractos examinados. La 

presencia de la cumarina escopoletina ha sido reportada previamente en al menos 

dieciséis plantas del género Impatiens (179,194). Esta molécula ha demostrado 

diferentes efectos biológicos entre las que se encuentran propiedades antineoplásicas, 

antioxidantes y antimicrobianas (195,196).  

Debe considerarse que los análisis cromatográficos establecidos mediante la 

técnica HPTLC permiten definir una detección de carácter tentativa basada en los 

valores de Rf y longitudes de onda de máxima absorbancia o emisión de florescencia. 

Sin embargo, otras técnicas más avanzadas, como las técnicas cromatográficas 

acopladas a detectores de masas, pese a aportar más información para designar la 

posible identidad de un compuesto, pueden tener la misma limitación al contribuir con 

una identificación que es de carácter tentativa con la posibilidad de falsos positivos o 

falsos negativos, esto pese a ser más sensibles, específicas y tener la posibilidad de ser 

asistidas con bases datos especializadas en la identificación de compuestos (197-201). 

A pesar de lo indicado anteriormente, los resultados obtenidos pueden ser de utilidad 

para orientar estudios posteriores de separación y purificación de los compuestos 

detectados tentativamente en partes específicas de I. hawkeri, esto con el objetivo de 

realizar estudios espectroscópicos que confirmen su identidad química.  
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A. B.  

 

C.  

Figura 3. Cromatogramas para la determinación de quercetina, kaempferol, rutina, 

isoquercetina, lawsona, 2-MNQ y escopoletina. A. Cromatogramas observados bajo 

luz UV de 366 nm de longitud de onda después de desarrollar la placa cromatográfica 

con la fase móvil 1. B. Cromatogramas observados bajo luz UV de 366 nm de longitud 

de onda después del desarrollo consecutivo de la placa cromatográfica con la fase móvil 

1 y la fase móvil 2. C. Cromatogramas observados bajo luz UV de 254 nm de longitud 

de onda después del desarrollo de la placa cromatográfica con la fase móvil 3. 
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D.    

              E.    

Figura 3 (continuación). Cromatogramas para la determinación de quercetina, 

kaempferol, rutina, isoquercetina, lawsona, 2-MNQ y escopoletina. D. Cromatogramas 

observados bajo luz UV de 254 nm de longitud de onda después del desarrollo 

consecutivo con las fases móviles 4 y 5. E. Cromatogramas observados bajo luz UV de 

366 nm de longitud de onda después del desarrollo consecutivo con las fases móviles 

6 y 7. 

Los cromatogramas y densitogramas obtenidos resultan útiles en términos de 

la información cualitativa que aportan. Sin embargo, para obtener más información en 

la relación con la distribución de los metabolitos de interés es necesario considerar 

también las cantidades de estos compuestos presentes en los diferentes extractos. Con 

este propósito se realizaron ensayos cuantitativos mediante cromatografía HPTLC. En 

el cuadro A4 de los anexos se presentan parámetros analíticos para los sistemas 

cromatográficos utilizados.  
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En el cuadro V se resumen los resultados de la cuantificación de compuestos 

bioactivos en los extractos de diferentes partes anatómicas de I. hawkeri. Los resultados 

demuestran que los metabolitos se distribuyen heterogéneamente en las diferentes 

partes anatómicas de la planta, tanto cualitativamente como cuantitativamente. La 

quercetina se encontró en mayor concentración en PAH-20. La mayor concentración 

de quercetina en PAH-20 puede explicarse por el hecho de que el material de partida 

para la preparación de dicho extracto contiene flores que representan aproximadamente 

un 10% del peso de las partes áreas de la planta (para más información ver tabla A1 de 

los anexos).  Las flores pueden contener glicósidos de quercetina, como la rutina, estos 

compuestos pueden hidrolizarse durante la etapa de secado a 70 °C liberando 

quercetina, factor que no aplica en el caso de FL-20 pues la técnica de secado utilizada 

fue liofilización. Esta hipótesis es consistente con los altos niveles de rutina (glicósido 

de quercetina) determinados en FL-20.  

En el caso del kaempferol, este compuesto se encontró en mayor cantidad en 

PAH-20, seguido de PEH-20. Nuevamente, la mayor cantidad de kaempferol en PAH-

20 y PEH-20 podría explicarse por la presencia de glicósidos de kaempferol en las 

flores que formaron parte del material vegetal de partida las cuales representan 

aproximadamente un 10% y 8% del peso de dicho material, respectivamente. La 

hidrólisis de dichos glicósidos durante el secado por aplicación de energía térmica 

puede contribuir a la mayor cantidad de kaempferol encontrada en PAH-20 y PEH-20 

en comparación con FL-20.  La rutina se encontró en mayor cantidad en FL-20. 

Mientras que la isoquercetina únicamente fue cuantificable en HH-20. Los resultados 

de cuantificación sugieren que en el caso de PAH-20, HH-20, FL-20 y TH-20, la 

quercetina se encuentra predominantemente en forma de glicósido.  La escopoletina se 

encontró en mayores concentraciones en RH-20. Por su parte, la lawsona no fue 

detectable en ninguno de los extractos preparados con material recolectado en el año 

2020. Sin embargo, como se discute más adelante, fue cuantificable en extractos de 

hojas de I. hawkeri recolectadas en 2021. 
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Cuadro V. Contenido de compuestos fenólicos bioactivos en los extractos de diferentes 

partes anatómicas de I. hawkeri. 

Extracto 
Contenido (mg/g) 

Quercetina Kaempferol Rutina Isoquercetina Escopoletina 

PEH-20 N.D 0,19±0,01A N.D N.D 0,47±0,03A 

PAH-20 0,42 ±0,01A 0,30±0,01A 2,68±0,07A N.D 0,78±0,02B 

HH-20 0,17±0,01B N.D 4,58±0,09B 1,65±0,11 1,35±0,04C 

FL-20 0,03±0,01C* 0,17±0,01B 23,80±0,78C N.D 0,05±0,00D 

TH-20 N.D N.D 0,24±0,03D N.D 0,41±0,06A 

RH-20 N.D N.D N.D N.D 2,24±0,04E 

N.D: No detectado, *Valor debajo del límite de cuantificación. Letras superíndices 

distintas en los datos de cada columna indican diferencias estadísticamente 

significativas (p < 0,05).  

La heterogeneidad observada en la distribución cualitativa y cuantitativa de 

los metabolitos fenólicos entre los extractos de diferentes partes anatómicas es 

consistente con los resultados reportados en estudios previos con plantas del género 

Impatiens. Por ejemplo, Lobstein et al. (202) reporta que las hojas, tallos y flores de I. 

glandulifera pueden tener diferencias significativas en su contenido de lawsona, 

inclusive, dependiendo de la época de recolección, este metabolito es únicamente 

detectable en las hojas de dicha planta, lo cual coincide con los resultados encontrados 

en el presente estudio. Szewczyk & Olech (203) reportan variaciones cualitativas y 

cuantitativas significativas entre la composición de ácidos fenólicos en los extractos 

metanólicos de hojas, raíces o flores de I. glandulifera. Chua (204) describe diferencias 

en el perfil cromatográfico de los extractos metanólicos de tallos y hojas de I. 

balsamina, siendo el extracto de hojas positivo para kaempferol, quercetina, 

isoquercetina y lawsona, mientras que el extracto de tallo solo presentó lawsona entre 

los cuatro componentes mencionados. Este tipo de contraste no es exclusivo de las 

plantas del género Impatiens,  por ejemplo, se han reportado diferencias en el perfil de 

compuestos fenólicos para los extractos obtenidos de diferentes partes anatómicas de 
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otras plantas medicinales farmacológicamente relevantes como es el caso de la hierba 

de San Juan (Hypericum perforatum) y de G. biloba  (205,206). 

Las técnicas de secado del material vegetal utilizado para la preparación de 

los extractos pueden tener influencia en su perfil de composición de metabolitos 

secundarios. La técnica de liofilización, la cual se realiza a temperaturas cercanas o a 

los -50 °C, normalmente se asocia a la protección de los metabolitos termolábiles a 

procesos de hidrólisis o degradación térmica. El secado a la sombra se emplea con el 

propósito de tener un sistema de bajo coste energético que permita la protección del 

material ante la incidencia directa de la radiación solar, la cual podría degradar 

metabolitos de la planta. El secado mediante la aplicación de calor asistida con hornos 

de convención natural, como en la presente investigación, o convención mecánica 

constituye un método que favorece un secado rápido del material que es adecuado sobre 

todo cuando los metabolitos activos son poco sensibles a procesos de degradación 

mediados por la aplicación de calor. Además, tanto la aplicación de calor como el 

secado por liofilización pueden contribuir a la inactivación de enzimas con actividad 

oxidasa, glicosidasa y peroxidasa que se pueden encontrar de manera natural en el 

material vegetal de interés. Estas proteínas son capaces de degradar compuestos 

fenólicos reduciendo la actividad biológica de extractos derivados del material de 

partida (207-209). 

Por lo anteriormente descrito, se suele asumir que el secado por liofilización 

favorece un mayor rendimiento de metabolitos secundarios debido a la inactivación de 

enzimas degradativas y al establecimiento de condiciones que reducen su 

descomposición térmica. Sin embargo, esta generalización no se cumple en todos los 

casos, por lo que es posible establecer que los rendimientos dependen del material 

vegetal específico que se esté estudiando y de los metabolitos particulares de interés 

(210-211). Esto puede ser explicado por el hecho de que la hidrólisis mediada por la 

aplicación de calor puede provocar que compuestos más simples con actividad 

biológica se produzcan a partir de otros más complejos como lo pueden ser moléculas 

glicosídicas y la lignina (207,212).  Inclusive, se ha propuesto que la aplicación de calor 
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puede activar glicosidasas moduladas por el calor ambiental, una vez activadas, estas 

enzimas catalizan la degradación de glicósidos a su forma no glicosídica (aglicona) lo 

que puede explicar incrementos en las cantidades de estos últimos en el material vegetal 

seco en comparación con el material de partida (213).  Además, en otros casos se ha 

reportado que la aplicación de calor puede ser más eficiente en la inactivación de 

enzimas degradativas de compuestos fenólicos del material vegetal con respecto al 

secado a bajas temperaturas mediante liofilización (209). 

Como se explicó anteriormente y se amplía en las próximas secciones, las 

hojas junto con las flores corresponden a las partes anatómicas de I. hawkeri con mayor 

potencial como material de vegetal de partida para obtención de extractos con actividad 

antioxidante y antibacteriana. Sin embargo, las flores constituyen una parte 

relativamente escasa de la planta en contraposición con las hojas. Por lo anterior, se 

procedió a estudiar el efecto de la técnica de secado de las hojas sobre la composición 

y actividades de los extractos derivados de este material.   

 En el cuadro VI se reportan los valores de los metabolitos cuantificados en 

los extractos preparados con hojas sometidas a secado bajo diferentes técnicas. El 

kaempferol y la quercetina se encontraron en mayor concentración en HS-21 (secado a 

la sombra). En el caso de los contenidos de rutina y escopoletina, HH-21 tuvo mayores 

niveles de dichos metabolitos. La isoquercetina fue únicamente cuantificable en HL-

21 (secado por liofilización a -50 °C). Mientras la concentración más alta de lawsona 

fue determinada en HL-21 seguido por HS-21, en el extracto HH-21 no fue detectable 

dicho compuesto.  
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Cuadro VI. Contenido de compuestos fenólicos bioactivos en los extractos de hojas 

de I. hawkeri sometidas a secado bajo diferentes técnicas. 

Extracto 
Contenido (mg/g)  

Quercetina Kaempferol Rutina Isoquercetina Lawsona   Escopoletina 

HL-21 0,65±0,02A 0,26±0,01A 5,51±0,16A 2,88±0,14 0,99±0,04A 0,81±0,02A 

HH-21 2,03±0,06B 0,76±0,01B 9,74±0,32B N.D N.D 1,42±0,05B 

HS-21 2,72±0,05C 1,70±0,03C 2,53±0,08C N.D 0,13±0,00B 0,16±0,01C 

N.D: No detectado. Letras superíndices distintas en los datos de cada columna indican 

diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05).  

Los resultados reportados en el cuadro VI demuestran que cada tipo de 

compuesto bioactivo es afectado en diferente magnitud por el tipo de técnica de secado 

que se utiliza. Esta heterogeneidad es consistente con datos indicados en la literatura 

para otros estudios. Nunes et al. (214) reporta mayores niveles de quercetina y rutina 

en el polvo obtenido de guayabas (Psidium guajava) sometido a secado al horno a 55 

°C con respecto al polvo obtenido de frutos secados por liofilización. Mohapatra et al. 

(215) ha determinado mayores niveles de quercetina y kaempferol en las hojas de 

Centella asiatica secadas a la sombra con respecto a hojas que han sido secadas con 

horno a 60 °C. Datos de estudios comparativos de condiciones de secado demuestran 

que la isoquercetina puede encontrarse en mayores cantidades en materiales vegetales 

sometidos a menores temperaturas de secado (216,217),  esto puede explicar que dicha 

sustancia solamente se pudo cuantificar en HL-21 entre los extractos producidos a 

partir de hojas recolectadas en febrero de 2021.  

Bennaceur et al. (218) ha determinado que el contenido de lawsona en las 

hojas de henna (Lawsonia inermis) decae conforme se incremente la temperatura de 

secado. Esta observación es consistente con los resultados de cuantificación de lawsona 

en los extractos estudiados, pues este compuesto se encontró en mayores 

concentraciones en HL-21 seguido por HS-21 para los cuales el secado de las hojas de 

I. hawkeri se realizó a -50 °C y a temperatura ambiente, respectivamente, mientras que 
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en HH-21, para el cual el secado del material vegetal se realizó a 70 °C, no se detectó 

el compuesto.  

En el caso de la escopoletina, la cual corresponde a una cumarina, se ha 

determinado que el secado del tubérculo de yuca (Manihot esculenta) al horno a 50 °C 

permite obtener mayores contenidos con respecto al secado a la sombra (219). Además, 

se ha observado mejores rendimientos en el contenido de cumarinas totales en las raíces 

de Angelica dahurica secadas con aire caliente a 50 °C en comparación con el mismo 

tipo de material sometido a secado a la sombra (220).  Los resultados de otro estudio 

con el mismo material vegetal demuestran que el secado con aplicación de aire caliente 

a 100 °C permite mayores rendimientos de cumarinas, en comparación con el secado 

por liofilización y el secado a la sombra (221). Esta tendencia en el contenido de 

cumarinas es consistente con la observada para los datos de cuantificación de 

escopoletina en los extractos de hojas de I. hawkeri sometidas a secado por diferentes 

técnicas. 

Con la finalidad de evaluar la relevancia de las concentraciones halladas de 

los metabolitos fenólicos analizados mediante ensayos HPTLC, vale la pena hacer 

comparaciones con datos reportados para extractos secos obtenidos de plantas 

reconocidas por su actividad antioxidante y/o antimicrobiana El contenido de 

quercetina determinado en los extractos sujetos a análisis oscila en un rango de 0,03 

mg/g a 2,72 mg/g para aquellos en los que fue detectable dicho metabolito (cuadros V 

y VI). Otros extractos de plantas medicinales presentan cantidades de quercetina en 

dicho rango o inclusive menores. El extracto obtenido por reflujo de las hojas de té 

verde con etanol tiene cantidades de 0,01 mg/g de quercetina (222). Los extractos de 

hojas de mirto común (Myrtus communis) obtenidos por maceración con alcohol al 80 

% v/v contienen hasta 0,77 mg/g de quercetina (217). Para el extracto obtenido 

mediante extracción asistida por ultrasonido de las partes aéreas de la hierba de San 

Juan con metanol al 80 % v/v se reportan niveles de 0,42 mg/g (206). Mientras que 

para diferentes extractos comerciales de hojas de G. biloba se reportan valores de 
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quercetina de entre 1,1 mg/g y 63,6 mg/g en los productos en que fue detectable dicho 

flavonoide (223).  

La concentración de kaempferol en los extractos de I. hawkeri positivos para 

este compuesto se encontró en el rango de 0,17 mg/g y 1,70 mg/g. Los niveles de 

kaempferol hallados, principalmente los de HS-21, son superiores o se encuentran 

dentro de lo valores reportados para extractos de otras plantas relevantes desde el puno 

de vista farmacológico. Por ejemplo, los extractos de hojas de mirto común obtenidos 

por maceración con alcohol al 80 % v/v tienen contenidos de hasta 0,16 mg/g de 

kaempferol (217). Para diferentes extractos comerciales de hojas de G. biloba se han 

determinado valores de kaempferol de entre 1,5 mg/g y 37,8 mg/g en los productos en 

que fue detectable dicho metabolito (223). El extracto obtenido de hojas de guayaba 

por percolación continua con metanol al 70 % v/v contienen 0,30 mg/g de kaempferol 

(224). Mientras los extractos de romero (Rosmarinus officinalis) y de salvia (Salvia 

officinalis) obtenidos por digestión con etanol al 80 % v/v contienen 0,02 mg/g y 0,05 

mg/g de kaempferol, respectivamente (225).  

En relación con el contenido de la rutina, los extractos de I. hawkeri analizados 

presentaron valores de entre 0,24 mg/g y 23,80 mg/g.  Exceptuando TH-20, los valores 

de este metabolito en los extractos de I. hawkeri se ubican en el rango de concentración 

reportado para extractos comerciales de G. biloba, el cual va de 0,9 mg/g a 45,6 mg/g. 

(223). Los extractos de I. hawkeri presentan concentraciones más bajas con respecto al 

extracto obtenido mediante extracción asistida por ultrasonido de las partes aéreas de 

la hierba de San Juan con metanol al 80 % v/v (65,08 mg/g) (206). Sin embargo, todos 

los extractos de I. hawkeri, con la excepción de TH-20, presentan mayores niveles con 

respecto al extracto de romero obtenido por digestión con etanol al 80 % v/v el cual 

contiene 0,35 mg/g de rutina.  Además, los extractos estudiados presentan mayores 

cantidades de kaempferol con respecto al extracto de salvia obtenido por digestión con 

etanol al 80 % v/v. Dicho extracto presenta una concentración de rutina de 0,06 mg/g 

(225). 
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La isoquercetina se cuantificó en niveles de 1,65 mg/g y 2,88 mg/g en HH-20 

y HL-21, respectivamente. Dichos valores son mayores a los reportados para los 

extractos de hojas de mirto común obtenidos por maceración con alcohol al 80 % v/v, 

los cuales tienen contenidos de hasta 0,24 mg/g de isoquercetina (217). Los niveles de 

isoquercetina de HH-20 y HL-21 también son superiores con respecto a los del extracto 

acuoso de moras (Morus alba) obtenido mediante la técnica de aplicación de alta 

presión hidrostática, el cual contiene 0,03 mg/g de isoquercetina (226). HL-21 

demostró niveles de isoquercetina superiores a los reportados para el extracto de hojas 

de moringa (Moringa oleifera) obtenido mediante maceración con etanol al 70 % v/v, 

para el cual se reporta una concentración de 2,18 mg/g (227). 

Los extractos HL-21 y HS-21 presentaron contenidos de lawsona de 0,99 mg/g 

y 0,13 mg/g, respectivamente. En el caso de HL-21 la concentración supera a la 

reportada para el extracto de hojas de henna obtenido por reflujo con metanol (0,49 

mg/g) (228). En relación con extractos de otras plantas del género Impatiens, HL-21 

posee un contenido de lawsona en el rango de concentración reportado para los 

extractos preparados por reflujo de las hojas de I. balsamina con cloroformo al 50 % 

v/v en metanol, el cual oscila ente 0,47 mg/g y 2,9 mg/g (229,230). La cantidad de 

lawsona determinada en HL-21 es cercana a los niveles reportados para el extracto de 

hojas de I. balsamina obtenido mediante extracción por percolación continua con 

metanol, la cual corresponde a 0,98 mg/g (231). 

La presencia lawsona en los extractos establece la necesidad de valorar la 

toxicidad de los extractos de hojas de I. hawkeri, pues pese a que la lawsona es una 

molécula bioactiva, también se considera tóxica (232,233). Por ser una quinona se ha 

planteado que la lawsona y los extractos de hojas y raíces de henna, las fuentes 

naturales más conocidas de este metabolito pueden ser prooxidantes, citotóxicos y 

mutagénicos (232,234). A pesar de ello, los estudios experimentales demuestran 

resultados contradictorios al punto de que hoy en día se considera necesaria más 

investigación con la finalidad de esclarecer la capacidad mutagénica de los extractos 

de henna que presentan lawsona, esto pese a que la mayoría de los estudios en células 
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y en animales indican que los extractos de henna con este metabolito no son 

mutagénicos (232,235). 

Por otra parte, diversos extractos de plantas que contienen lawsona, utilizadas 

como material comestible o como remedios tradicionales, han demostrada baja 

toxicidad en roedores, tal y como es el caso de la henna y de I. balsamina (153,235-

239), por lo que la presencia de la lawsona en los extractos de hojas de I. hawkeri no 

implica necesariamente un nivel toxicidad alto. Sin embargo, la determinación de la 

toxicidad en modelos in vivo para los extractos de I. hawkeri, que debería hacerse en 

estudios futuros si se quiere la aplicación medicinal de los mismos, deben prestar 

especial atención a signos de toxicidad vinculados con reacciones adversas observados 

para la lawsona administrada en roedores de forma pura, como lo son esplenomegalia, 

nefrotoxicidad, hepatotoxicidad y hemólisis (233,240,241). 

Los niveles de escopoletina determinados para los extractos de I. hawkeri se 

ubican en el rango de 0,05 mg/g a 2,24 mg/g. Estos valores son superiores a los 

reportados para un extracto metanólicos comercial de flores y hojas de malva (Malva 

sylvestris) el cual contiene 0,03 mg/g de escopoletina (242). Del mismo modo, los 

extractos de I. hawkeri tienen un contenido de escopoletina superior al reportado para 

un extracto comercial de noni (Morinda citrofolia) el cual corresponde a 0,03 mg/g. 

Los extractos, con las excepciones de FL-20 y HS-21, contienen más escopoletina que 

capsulas comerciales del mismo fruto para las que se reporta una concentración de 0,22 

mg/g (243). Sin embargo, los extractos de I. hawkeri presenta valores inferiores de 

escopoletina a los reportados para el extracto obtenido de las partes áreas de cilantro 

(Coriandrum sativum) por reflujo con etanol al 40 % v/v. Para dicho extracto se ha 

determinado una concentración de escopoletina de 20,30 mg/g (244). 

Debido a que en el resto de la literatura consultada sobre la cuantificación de 

los compuestos de interés en plantas del género Impatiens se indican valores de 

concentración en términos de peso del material vegetal o de volumen de los extractos 

no concentrados (extractos no sometidos a secado), no fue posible establecer 

comparaciones adicionales con los datos reportados, esto debido a que para el presente 
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estudio se reportan los datos en términos de peso de los extractos (192,202,204,245-

248). Las diferencias en la proporción entre solvente y material vegetal, el mayor 

volumen de los extractos líquidos y las pérdidas que se presentan al preparar extractos 

secos a partir de extractos líquidos son factores que limitan el poder establecer dichos 

contrastes. 

5.2. Cuantificación colorimétrica de compuestos fenólicos totales (TPC), 

flavonoides totales (TFC) y antocianinas monoméricas totales (TMA):  

En el cuadro VII se resumen los resultados obtenidos para los ensayos 

colorimétricos para la determinación de TPC, TFC y TMA en los extractos de 

diferentes partes anatómicas de I. hawkeri. Los datos indican que los compuestos 

fenólicos y los flavonoides extraíbles se presentan en las hojas de la planta en mayor 

concentración seguido de las flores. En las raíces y tallos estos compuestos se 

concentran en menor medida. Con respecto a las partes áreas y las plantas enteras, se 

observa como conforme se reduce la proporción de las hojas y flores en el material 

utilizado para preparar los extractos (para más información se puede consultar la tabla 

A1 de los anexos), se da una reducción de la cantidad de TPC y TFC en estos últimos. 

En el caso de las antocianinas, estas se concentran en las flores seguido de las hojas, en 

el resto de los extractos no fue posible detectar dichos compuestos, posiblemente por 

la reducción de la proporción de hojas y flores en el peso del material empleado para 

preparar los extractos.  
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Cuadro VII. Determinación colorimétrica de compuestos fenólicos totales (TPC), 

flavonoides totales (TFC) y antocianinas monoméricas totales (TMA) en los extractos 

de diferentes partes anatómicas de I. hawkeri. 

Extracto TPC (mg GAE/g) TFC (mg QE/g) TMA (mg C3GE/g) 

PEH-20 15,59±0,31A 23,40±1,55A N.D 

PAH-20 37,79±0,91B 57,97±2,00B N.D 

HH-20 156,49±1,79C 333,66±6,62C 0,14±0,00A 

FL-20 124,75±3,93D 100,48±4,02D 4,96±0,08B 

TH-20 7,50±0,12A 11,33±0,16A N.D 

RH-20 14,83±0,40A 28,88±1,92A,E N.D 

N.D: No detectado. Letras superíndices distintas en los datos de cada columna indican 

diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05).  

Las variaciones en las cantidades de compuestos fenólicos y flavonoides en 

extractos de plantas del género Impatiens en función de la parte anatómica utilizada 

para su preparación es un aspecto previamente reportado para otras especies. Tal es el 

caso del extracto obtenido mediante la agitación de flores de I. balsamina con acetona, 

el cual presente niveles de TPC y TFC superiores a los de hojas y tallos preparados 

bajo la misma metodología (249). Los extractos producidos mediante el reflujo de hojas 

de I. balsamina con etanol al 50 % v/v presentan mayor cantidad de TPC y TFC que el 

mismo tipo de extracto preparado con tallos (204). La misma tendencia ha sido 

reportada para los extractos elaborados con las mismas partes de I. balsamina 

preparados por maceración con alcohol al 70 % v/v (153). El análisis de los extractos 

de semillas, hojas, flores, tallos y raíces de I. chinensis preparados por reflujo con 

metanol al 90 % v/v acidificado con 1 % v/v de ácido clorhídrico ha demostrado que 

los niveles de TPC son superiores en las hojas de la planta (250). De acuerdo con la 

búsqueda bibliográfica realizada, no se encontraron reportes previos sobre estudios 

comparativos relacionados con la determinación de TMA en extractos preparados de 

diferentes partes anatómicas de plantas del género Impatiens.  
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Otras plantas cuyos extractos son relevantes por sus propiedades medicinales 

o nutricionales también presentan diferencias en sus niveles de TPC, TFC o TMA en 

función de la parte anatómica analizada.  En el caso de la quinoa (Chenopodium 

quinoa), se ha reportado que las flores corresponden a las partes en las cuales se han 

determinado mayores niveles de TPC y TFC (251). Para la caléndula (Calendula 

offcinalis) se ha establecido que las flores y hojas son los órganos en los cuales se 

pueden determinar las cantidades más elevadas de TPC y TFC (252). Por otra parte, se 

ha observado que hay mayores niveles de TPC, TFC y TMA en las hojas juveniles de 

moras (Morus alba) con respecto a los frutos de la planta (253).  

La tendencia a una mayor concentración de compuestos fenólicos, flavonoides 

y antocianinas en las hojas y flores de las plantas podría estar relacionada con el hecho 

de que, para las hojas, se ha planteado la posibilidad de que se activen mecanismos que 

fomentan la producción de estos metabolitos como una respuesta de retrocontrol 

negativo a los procesos prooxidantes que tienen lugar en los cloroplastos durante la 

fotosíntesis, especialmente ante la exposición excesiva a luz (254,255). En el caso de 

las flores, la selección natural ha favorecido el desarrollo de coloraciones que resultan 

atractivas para organismos polinizadores, siendo los flavonoides y las antocianinas 

pigmentos que pueden ser producidos y participar en la coloración de este órgano 

vegetal (256-258).  

Con respecto a los resultados obtenidos para los extractos de hojas sometidas 

a diferentes técnicas de secado, en el cuadro VIII se presentan sus datos de TPC, TFC 

y TMA. Los niveles de TPC y TFC fueron superiores para HL-21, seguido por HH-21 

y HS-21. Las antocianinas fueron cuantificables únicamente en HL-21. Estas 

tendencias permiten plantear la hipótesis de que las enzimas degradativas de los 

compuestos fenólicos presentes en el material vegetal son más activas durante el secado 

a la sombra y que su actividad puede ser inhibida a través de la acción del calor o 

mediante la aplicación de bajas temperaturas, de manera similar a lo descrito para las 

hojas de achicoria (Cichorium intybus) (209). Además, los datos obtenidos revelan que, 
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en términos generales, los compuestos fenólicos, flavonoides y antocianinas de las 

hojas de I. hawkeri son sensibles a la aplicación de calor.  

Cuadro VIII. Determinación colorimétrica de compuestos fenólicos totales (TPC), 

flavonoides totales (TFC) y antocianinas monoméricas totales (TMA) en los extractos 

de hojas de I. hawkeri sometidas a secado mediante diferentes técnicas. 

Extracto TPC (mg GAE/g) TFC (mg QE/g) TMA (mg C3GE/g) 

HL-21 342,66±2,51A 979,96±25,05A 0,29±0,01 

HH-21 232,10±2,93B 534,03±4,93B N.D 

HS-21 165,93±0,52C 344,70±6,53C N.D 

N.D: No detectado. Letras superíndices distintas en los datos de cada columna indican 

diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05). 

En el caso de los datos de TPC y TFC, los mayores valores de esos parámetros 

para HH-20 en comparación con HS-20 coincide con la tendencia observada para otras 

plantas de interés medicinal y alimentario. Por ejemplo, los extractos obtenidos por 

maceración con alcohol al 80 % v/v de hojas de mirto común sometidas a secado a la 

sombra presentan valores de TPC y TFC más bajos con respecto a los extractos 

producidas con hojas que han sido secadas con la aplicación de calor con horno a 70 

°C (217). Las hojas de mirto limón (Backhousia citriodora) secadas mediante 

liofilización presentan niveles de TPC y TFC superiores a los del mismo material 

secado al horno a 90 °C, los cuales a su vez son mayores a los de las hojas que han sido 

secadas a la sombra (259).  

Los mayores valores para TPC y TFC cuando se aplica secado mediante 

liofilización en comparación con el secado mediante la aplicación de calor con horno 

es una tendencia ampliamente reportada para diferentes tipos de material vegetal, como 

lo son naranjas (Citrus sinensis), frutos de jujuba (Ziziphus jujube), hojas de ortiga 

(Urtica dioica) y hojas de té verde (260-263). Esta tendencia puede ser explicada por 

la protección que ofrece el secado a bajas temperaturas a la degradación enzimática y 

térmica de los compuestos fenólicos (207-209). Además, los resultados de TMA son 
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consistentes con la inestabilidad térmica de las antocianinas que ha sido descrita para 

otro tipo de material vegetal, tal y como es el caso de las bayas (moras, arándanos, 

frambuesas y moras) (264). 

Con la finalidad de evaluar la relevancia de los niveles de TPC, TFC y TMA 

determinados para los extractos de I. hawkeri, vale la pena comparar los resultados con 

otros reportados para plantas reconocidas por su actividad antioxidante y/o 

antibacteriana. El extracto de I. hawkeri con mayores niveles de TPC y TFC es HL-21, 

el cual presenta valores de 342,66 mg GAE/g y 979,96 mg/g QE/g, respectivamente. 

Dicho extracto presenta una cantidad más elevada de TPC con respecto a los valores 

reportado para los extractos acuosos de hojas de té verde obtenidos por digestión con 

agua a 70 °C, los cuales oscilan entre 291,14 mg GAE/g y 326,92 mg GAE/g (265). 

HL-21 también presenta un nivel de TPC más elevado que el reportado para extractos 

comerciales de G. biloba, el cual varía entre 172,17 mg GAE/g y 237,96 mg GAE/g 

(266). Sin embargo, la concentración de TPC en HL-21 es inferior con respecto a las 

fracciones fenólicas de jugos de mora microfiltrados pasteurizados o no pasteurizados 

(Rubus adenotrichos), los cuales presentan un valor de TPC de entre 679 mg GAE/g y 

714 mg GAE/g (162).  

HL-21 presenta mayores valores de TPC y TFC en comparación con los datos 

reportados para el extracto de los cálices florales de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) 

producidos por agitación con una mezcla 80:20 etanol:ácido citrico 1,0 M a 88,2 °C, el 

cual presenta valores de TPC y TFC de 20 mg GAE/g y 6,76 mg QE/g, respectivamente 

(267). Mientras los extractos de romero y de salvia obtenidos por digestión con etanol 

al 80 % v/v presentan una cantidad de TPC de 46,48 mg GAE/g y 41,61 mg GAE/g, 

respectivamente. Los mismos extractos presentan valores de TFC de 11,89 mg QE/g y 

15,03 mg QE/g en el mismo orden indicado (225).  

De los extractos analizados, el que presentó mayores niveles de TMA 

corresponde a FL-20 con 4,96 mg C3GE/mL, dicha cantidad es inferior a la reportada 

para la fracción fenólica de jugos de mora microfiltrados pasteurizados o no 

pasteurizado (Rubus adenotrichos), los cuales poseen un contenido de TMA 



78 

 
 

determinado por cromatografía líquida de alto desempeño acoplado a detector de 

arreglo de diodos (HPLC-DAD) de entre 181 mg/g a 195 mg/g (162). Sin embargo, 

FL-20 presenta un valor de TMA más alto al reportado para el extracto de los cálices 

florales de Jamaica producido por agitación con una mezcla 80:20 etanol:ácido citrico 

1,0 M a 60 °C, para el cual se registra una concentración de 2,7 mg C3GE/g (267). De 

manera similar, FL-21 presenta un valor de TMA superior al reportado para el extracto 

de arándanos (Vaccinium corymbosum) obtenido mediante extracción con agua 

supercrítica a 130 °C con ácido cítrico al 1 % p/v. Para dicho extracto se reporta un 

valor de TMA de 0,47 mg G3CE/g (268).  

Existen múltiples reportes para la determinación de los valores de TPC y TFC 

de extractos elaborados con especies del género Impatiens. Por ejemplo, el extracto de 

plantas enteras de I. hawkeri preparado por maceración con etanol al 80 % v/v ha 

demostrado tener mayores niveles de TPC (44,04 mg GAE/g) y TFC (55,02 mg QE/g) 

con respecto al mismo tipo de extracto preparado con plantas enteras de I. balsamina e 

I. walleriana (151). Los extractos de tallos de I. balsamina preparados por extracción 

asistida por ultrasonido con éter de petróleo, éter dietílico, cloroformo, metanol y agua 

presentan valores de TPC en el intervalo de 2,88 mg GAE/g a 13,63 GAE mg/g, 

mientras sus niveles de TFC oscilan entre 0,98 mg QE/g y 7,87 mg QE/g (238). Los 

extractos obtenidos por la maceración de las hojas o tallos de I. balsamina con etanol 

al 70 % v/v contienen valores de TPC y TFC máximos de 103,94 mg GAE/g y 104,28 

mg QE/g, respectivamente (153). Los extractos producidos mediante el reflujo de hojas 

o tallos de I. balsamina con etanol al 50 % v/v presentan niveles de TPC entre 2,85 mg 

GAE/g y 4,96 mg GAE/g (204). El extracto obtenido de las flores de I. balsamina por 

percolación continua con metanol presenta contenidos de TPC y TFC de 103,23 mg 

GAE/g y 64,69 mg QE/g, respectivamente (269). El extracto de hojas de I. walleriana 

preparado por agitación con metanol presenta una concentración de TPC de 67,57 mg 

GAE/g (270).  

Con base a la revisión de datos indicados en el párrafo anterior, se puede 

observar que en la mayoría de los casos HL-21 presenta mayores niveles de TPC y TFC 
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con respecto a los reportados previamente para otros extractos de plantas del género 

Impatiens, sin embargo, hay algunas excepciones. El análisis de los extractos de 

semillas, hojas, flores, tallos y raíces de I. chinensis preparados por reflujo con metanol 

al 90 % v/v acidificado con 1 % v/v de ácido clorhídrico ha demostrado cantidades de 

TPC en un rango de entre 112,65 mg GAE/g y 858,43 mg GAE/g (250). En el caso del 

extracto de flores I. balsamina obtenido por agitación con acetona se reportan valores 

de TPC y TFC de 1692,46 mg GAE/g y 1139,97 mg QE/g, respectivamente (249). El 

extracto de plantas enteras de I. bicolor preparado con extracción por percolación 

continua presenta un nivel de TPC de 532 mg GAE/g (271).  

En relación con los datos de TMA, FL-20 corresponde al extracto con el valor 

más alto para dicho parámetro. Este extracto presenta valores inferiores a los reportados 

para extractos obtenidos de otras plantas del género Impatiens. Entre ellos se 

encuentran los extractos de flores de I. balsamina e I. walleriana preparados por 

maceración con etanol al 80 % v/v con 0,5 % de ácido trifluoroacético, los cuales 

presenta un nivel de antocianinas de entre 14,4 mg/g y 19 mg/g según la sumatoria de 

antocianinas individuales determinadas mediante análisis por cromatografía líquida de 

alto desempeño acoplada a detector de arreglo de diodos y espectrómetro de masas 

(HPLC-DAD-MS) (201,272).  

5.3. Evaluación in vitro de la actividad antioxidante mediante ensayos químicos:  

Los ensayos químicos para determinar la capacidad antioxidante de sustancias 

permiten evaluar la capacidad de estabilizar radicales libres o la capacidad de actuar 

como agentes quelantes de iones metálico que participan en reacciones químicas que 

promueven su producción, tal y como es el caso del ion hierro II o ion ferroso, el cual 

puede participar en reacciones de Fenton y de Haber-Weiss que promueven la 

generación de peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo, las cuales son sustancias 

consideradas como ROS, dichas reacciones tienen relevancia en la generación de estrés 

oxidativo en sistemas biológicos (79,80,273).  
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Las reacciones de estabilización de radicales libres se clasifican en dos 

mecanismos, la transferencia de átomos de hidrógeno (HAT), o la transferencia de 

electrones (SET) (79). El ensayo ORAC permite evaluar el mecanismo HAT, la prueba 

FRAP define la capacidad antioxidante mediada por el mecanismo SET y el método de 

determinación de capacidad barredora sobre el radical DPPH es útil para estimar la 

actividad de estabilización por ambos mecanismos (79,274). Por su parte, el ensayo 

FIC permite determinar la capacidad quelante sobre el ion hierro II (80).                                        

Los resultados de la evaluación de la actividad antioxidante de los extractos 

de diferentes partes anatómicas de I. hawkeri bajo los métodos mencionados 

anteriormente se presentan en el cuadro IX. Según los resultados del ensayo ORAC, el 

extracto FL-20 tiene la mayor actividad antioxidante seguido por HH-20. Mientras que 

los datos obtenidos con la prueba de determinación de capacidad barredora del radical 

DPPH indica que FL-20 tiende a ser más activo sin ser estadísticamente distinto a HH-

20. En cambio, en el ensayo FRAP, HH-20 es el extracto con mayor capacidad 

reductora seguido por FL-20. En los ensayos ORAC, DPPH y FRAP se observa una 

tendencia hacia resultados de menor potencia antioxidante conforme se reduce la 

proporción de hojas en material vegetal de partida para la preparación de los extractos 

y disminuyen los niveles de TPC y TFC de los extractos. Estas tendencias son 

respaldadas por los resultados de los análisis de correlación que se discuten en la 

sección 5.6. 
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Cuadro IX. Actividad antioxidante in vitro de los extractos de diferentes partes 

anatómicas de I. hawkeri. 

Extracto ORAC 

(mmol TE/g) 

DPPH  

IC50(µg/mL) 

FRAP 

(mmol TE/g) 

FIC 

(µmol EDTAE/g) 

PEH-20 0,69±0,04A 276,77±6,51A 0,08±0,00A 43,50±2,03A,B 

PAH-20 1,52±0,02B 115,72±1,61B 0,20±0,01B 39,90±0,85B 

HH-20 3,65±0,01C 21,36±0,94C 0,74±0,01C 50,76±3,06A,C 

FL-20 4,27±0,04D 26,78±1,38C 0,62±0,01D 3,74±0,07D 

TH-20 0,36±0,01E 378,86±8,32D 0,06±0,00A 36,00±2,57B 

RH-20 0,47±0,00 A,E 268,93±2,91A 0,08±0,00A 39,12±1,82B 

Control 

(Quercetina)  

23,11±0,48F 2,96±0,21E 12,53±0,61E 23,32±0,48E 

Letras superíndices distintas en los datos de cada columna indican diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0,05). 

De acuerdo con los resultados del método FIC, HH-20 tiene la mayor 

actividad como agente quelante del ion ferroso, seguido por PEH-20 sin que exista una 

diferencia estadísticamente significativa entre ambos extractos, por su parte FL-20 es 

el extracto con menor capacidad quelante. La escasa actividad quelante de FL-20 puede 

ser explicada por la presencia de compuestos fenólicos con una baja afinidad por los 

iones de hierro, por ejemplo, las antocianinas presentan una menor capacidad quelante 

en comparación con flavonoles como la quercetina (275). La ausencia de correlación 

significativa entre los resultados del ensayo FIC y los datos TPC y TFC permite sugerir 

que la capacidad quelante de los extractos de I. hawkeri está más influenciada por la 

presencia de compuestos particulares que por la cantidad total de flavonoides o fenoles, 

por lo que se requiere de un análisis fitoquímico minucioso para determinar cuáles son 

los compuestos que determinan dicha actividad. Los resultados de los análisis de 

correlación se discuten con mayor detalle en la sección 5.6. 

Otras plantas reconocidas por sus propiedades antioxidantes también 

presentan diferencias en su actividad en función de la parte anatómica utilizada para la 

preparación de los extractos evaluados.  En el caso de la quinoa, se ha reportado que 
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las hojas y raíces corresponden a los tejidos que permiten obtener extractos con mayor 

capacidad antioxidante según los métodos de determinación de actividad barredora 

sobre el radical DPPH y FRAP (251). Para la caléndula se ha establecido que los 

extractos de flores preparados por diferentes técnicas empleando metanol como 

solvente presentan mayor actividad antioxidante según los ensayos de determinación 

de actividad barredora sobre el radical DPPH y FRAP, esto en comparación con los 

extractos de hojas y raíces. Sin embargo, los extractos de hojas presentan mayor 

actividad quelante según el ensayo FIC (252). Por otra parte, se ha determinado que los 

extractos de hojas juveniles de moras (Morus alba) preparados por digestión 

empleando diferentes solventes (metanol al 70 % v/v, etanol al 60 % v/v y acetona al 

65 % v/v) presentan mayor actividad antioxidante con respecto a los extractos de los 

frutos de la planta, esto según los resultados de las pruebas de determinación de 

actividad barredora sobre el radical DPPH y FRAP (253). 

 Con respecto a los datos obtenidos para los extractos de hojas sometidas a 

diferentes técnicas de secado, en el cuadro X se presentan los resultados para los 

ensayos de determinación de la capacidad barredora sobre el radical DPPH, ORAC, 

FRAP y FIC. El extracto HL-21 presenta una tendencia a demostrar mayor potencia 

antioxidante en todos los ensayos, a excepción de FIC. Las tendencias observadas en 

los datos obtenidos a través de los ensayos de determinación de la capacidad barredora 

sobre el radical DPPH, ORAC y FRAP coinciden con las establecidas para los valores 

de TPC y TFC del cuadro VIII, tal y como lo demuestran los resultados de los análisis 

de correlación que se presentan en la sección 5.6. Esto sugiere que la cantidad de 

compuestos fenólicos y flavonoides de los extractos de hojas de I. hawkeri explican la 

actividad antioxidante observada en dichos extractos, esto es consistente con la 

relevancia reconocida para estos compuestos como determinantes del potencial 

antioxidante de extractos derivados de material vegetal (26).  
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Cuadro X. Actividad antioxidante in vitro de los extractos de hojas de I. hawkeri 

sometidas a secado mediante diferentes técnicas. 

Extracto ORAC 

(mmol TE/g) 

DPPH 

IC50(µg/mL)  

FRAP 

(mmol TE/g) 

FIC 

(µmol EDTAE/g) 

HL-21 7,15±0,01A 7,43±0,24A 1,88±0,03A 16,83±0,14A 

HH-21 6,73±0,06A 12,80±0,58B 1,03±0,02B 32,16±0,65B 

HS-21 4,21±0,21B 14,77±0,49B 0,79±0,02C 34,41±0,25C 

Control 

(Quercetina) 

23,11±0,48C 2,96±0,21C 12,53±0,61D 23,32±0,48D 

Letras superíndices distintas en los datos de cada columna indican diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0,05).  

Además, los resultados indican que la liofilización como técnica de secado, 

no solo favorece la preservación de la cantidad de flavonoides y fenoles extraíbles, 

adicional a ello, promueve la conservación de la capacidad antioxidante determinada a 

través de ensayos químicos. La tendencia hacia una mayor potencia antioxidante 

observada en resultados de ensayos químicos de determinación de actividad 

antioxidante, cuando se aplica secado mediante liofilización en comparación con el 

secado a través de la aplicación de calor con horno, es una característica descrita para 

otros extractos derivados de distintos tipos de material vegetal, como lo son naranjas 

(Citrus sinensis), frutos de jujuba, hojas de ortiga y hojas de té verde (260-263). 

Por otra parte, según los datos de los ensayos de determinación de la capacidad 

barredora sobre el radical DPPH, ORAC y FRAP, se puede observar que el secado al 

horno a 70 °C favorece la obtención de extractos de hojas de I. hawkeri con una 

tendencia hacia una mayor actividad antioxidante en comparación con el extracto 

preparado con hojas sometidas a secado a la sombra. Esta observación coincide con los 

resultados reportados para extractos de otras plantas de interés medicinal. Por ejemplo, 

los extractos obtenidos por maceración con alcohol al 80 % v/v de hojas de mirto 

común sometidas a secado a la sombra presentan una actividad antioxidante más baja 

con respecto a los extractos producidos con hojas secadas al horno a 70 °C (217). Las 

hojas de mirto limón secadas mediante liofilización permiten obtener extractos con 
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mayor actividad antioxidante en comparación con los preparados con el mismo 

material secado al horno a 90 °C, los cuales a su vez son más activos con respecto a los 

extractos de hojas que han sido secadas a la sombra (259).  

Los resultados del ensayo FIC obtenidos al evaluar los extractos de hojas 

sometidas a secado mediante diferentes técnicas muestran una tendencia inversa con 

respecto a los resultados de los otros ensayos de actividad antioxidante. Una hipótesis 

que podría explicar dichos resultados es el efecto de las modificaciones estructurales 

que puedan sufrir los compuestos fenólicos producto de la aplicación de energía 

térmica y de la acción enzimática de proteínas presentes en el material vegetal, las 

cuales pueden generar compuestos con un mejor perfil de actividad quelante en 

comparación con los de partida. Una observación que puede aportar evidencia para 

apoyar esta hipótesis es la mayor complejidad, en términos de la cantidad de bandas de 

compuestos distintos, que se observa en los cromatogramas de HS-21 con respecto a 

HL-21 y HH-21 (figura 3), lo cual demuestra que el secado a la sombra produce 

cambios químicos más diversos con respecto a las otras dos técnicas de secado. Las 

modificaciones en los compuestos fenólicos derivadas de la aplicación de energía 

térmica y de la acción de enzimas del material vegetal podrían cambiar el patrón de 

hidroxilación de los compuestos fenólicos y con ello modificar su actividad quelante. 

Esto se propone con base al hecho de que la cantidad y la posición de los grupos 

hidroxilos en los núcleos estructurales de compuestos fenólicos son aspectos que 

determinan su capacidad quelante (276).  

El extracto de I. hawkeri que demostró mayor actividad antioxidante según el 

método ORAC corresponde a HL-21 (ORAC = 7,15 mmol TE/g). El valor ORAC de 

este extracto se encuentra en el rango de resultados reportado para otros extractos 

producidos a partir de material vegetal reconocido por su alto potencial antioxidante. 

Ninfali et al. (277) ha determinado la actividad antioxidante de diferentes extractos 

hidroalcohólicos obtenidos por percolación a 40 °C de diez plantas, correspondientes 

a hojas de alcachofa (Cynara cardunculus var. scolymus), frutos de cardo mariano 

(Silybum marianum), rizomas de cúrcuma (Curcuma xanthorriza), hojas de olivo (Olea 
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europaea), raíz de hierba nudosa japonesa (Polygonum cuspidatum), hojas de rooibos 

(Aspalathus linearis), hojas de G. biloba, hojas de salvia, hojas de té verde y hojas de 

romero. El intervalo de valores ORAC para dichos extractos se encuentra entre 1,04 

mmol TE/g y 8,25 mmol TE/g. Únicamente el extracto de frutos de cardo mariano y el 

de hojas de té verde presenta valores ORAC por encima a los determinados a HL-21, 

correspondientes a 7,87 mmol TE/g y 8,25 mmol TE/g, respectivamente. HL-21 

presenta un valor ORAC inferior al reportado para las fracciones fenólicas derivadas 

de jugos de moras (Rubus adenotrichos) microfiltrados pasteurizados o no 

pasteurizados, los cuales presentan valores de entre 7,18 mmol TE/g a 7,91 mmol TE/g 

(162). 

Con respecto al método de determinación de la capacidad barredora del radical 

DPPH, HL-21 presenta el valor de IC50DPPH más bajo (IC50DPPH = 7,43 µg/mL) siendo 

por tanto el más potente de los extractos evaluados. HL-21 presenta mayor potencia en 

comparación con los extractos obtenidos por homogenización de diferentes bayas 

(frambuesas (Rubus idaeus), grosellas (Ribes nigrum, Ribes rubrum, Ribes pallidum, y 

Ribes grossularia), moras (Rubus fruticosus), arándanos (Vaccinium corymbosum) y 

bayas de goji (Lycium barbarum)) con una mezcla metanol:agua 80:20 (v/v) 

acidificada con ácido fórmico (1%), los cuales presentan valores de IC50DPPH de entre 

200 µg/mL y 1180 µg/mL (278). Sin embargo, HL-21 tiene menor potencia en 

comparación con las fracciones fenólicas de jugos microfiltrados de mora (Rubus 

adenotrichos) pasteurizados o no pasterizados, los cuales presentan valores de IC50DPPH 

de entre 5,05 µg/mL a 6,42 µg/mL (162).  

Los resultados del ensayo FRAP indican que HL-21 corresponde al que 

presenta mayor poder reductor (FRAP = 1,88 mmol TE/g). Este valor es superior a los 

reportados para los extractos acuosos preparados por decocción de hojas de tomillo 

(Thymus vulgaris) y hierbabuena (Mentha spicata), los cuales poseen valores de 0,33 

mmol TE/g y 0,11 mmol TE/g, respectivamente (279). De manera similar, HL-21 

presenta un valor FRAP superior al reportado para extractos comerciales de romero 

(0,14 mmol TE/g) y de té verde (1,76 mmol TE/g), así como para el extracto de flores 
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de caléndula obtenido por percolación continua con metanol (0,25 mmol TE/g) 

(252,280) 

Los extractos analizados, excepto FL-20 y HL-21 poseen valores de actividad 

quelante superiores a los de la quercetina utilizada como control. De los extractos 

evaluados, el extracto HH-20 presenta la mayor capacidad quelante sobre el ion hierro 

II de acuerdo con el ensayo FIC (50,76 µmol EDTAE/g). HH-20 presenta una actividad 

quelante inferior a la reportada para el extracto de flores de caléndula obtenido por 

percolación continua con metanol (58 µmol EDTAE/g) (252). Sin embargo, HH-20 

presenta una actividad quelante superior a la determinada para el extracto preparado 

por agitación del fruto de moringa con etanol al 50 % v/v (1,44 µmol EDTAE/g) y para 

el extracto de hojas de guayaba preparado por decocción con etanol al 70 % v/v (46,50 

µmol EDTAE/g) (281,282).  

Con respecto a otros extractos obtenidos de plantas del género Impatiens, HL-

21 presenta un valor ORAC más alto al reportado para los extractos de planta entera de 

I. balsamina, I. hawkeri e I. walleriana preparados por maceración con etanol al 80 % 

v/v, los cuales se encuentran en un rango de 0,78 mmol TE/g a 1,53 mmol TE/g (151). 

En el caso del método de determinación de la capacidad barredora del radical DPPH, 

HL-21 presenta un IC50DPPH inferior (mayor potencia) al reportado para diferentes 

extractos de plantas del género Impatiens, entre los cuales se puede mencionar al 

extracto acuoso obtenido por decocción de las flores de I. balsamina (IC50DPPH = 

1140,36 µg/mL) (283), al extracto de semillas de I. balsamia obtenido por maceración 

con etanol al 70 % v/v  (IC50DPPH = 320 µg/mL) (284), a los extractos de partes áreas 

de I. baulfourii, I. glandulifera, I. balsamina, I. walleriana, I parviflora e I. noli-

tangere preparados por extracción asistida por ultrasonido con metanol/acetona/agua 

(3/1/1, v/v/v) (IC50DPPH con un rango aproximado de 50 µg/mL a 250 µg/mL) (285), a 

los extractos de hojas y tallos de I. balsamina obtenidos por reflujo con metanol al 50 

% v/v (IC50DPPH de 282 µg/mL y 380 µg/mL, respectivamente) (204), al extracto de 

flores de I. glandulifera obtenido por percolación continua con metanol (IC50DPPH de 

aproximadamente 60 µg/mL) (203) y a los extractos de planta entera de I. balsamina, 
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I. hawkeri e I. walleriana preparados por maceración con etanol al 80 % v/v (IC50DPPH 

entre 100 µg/mL y 440 µg/mL) (151).  Sin embargo, HL-21 presenta un IC50DPPH 

superior a los aceites esenciales producidos por hidrodestilación a partir de las raíces 

de I. glandulifera (IC50DPPH = 5,84 µg/mL) y de las partes áreas de I. glandulifera e I. 

noli-tangere (IC50DPPH de 3,96 µg/mL y 4,76 µg/mL, respectivamente) (286).  

En relación con los resultados obtenidos en el ensayo FRAP, HL-21 presenta 

un valor superior de potencial reductor en comparación con los extractos de planta 

entera de I. balsamina, I. walleriana e I. hawkeri obtenidos por maceración con etanol 

al 80 % v/v, para los cuales se reportan valores FRAP de entre 0,03 mmol TE/g y 0,09 

mmol TE/g (151). Para otros extractos obtenidos de plantas del género Impatiens 

también se han reportado datos de actividad reductora sobre el ion hierro III y/o 

actividad quelante sobre el ion hierro II. A pesar de ello, dado que los resultados se 

reportan en términos distintos (porcentajes de inhibición, equivalentes de ion ferroso e 

IC50) no es posible establecer comparaciones con dichos datos 

(204,238,246,284,285,287,288). 

5.4. Evaluación in vitro de la actividad antioxidante mediante ensayos biológicos:  

En la figura 4A se resumen los resultados obtenidos en el ensayo de inhibición 

de la peroxidación lipídica (LPO) de los homogenizados de hígado de rata. Los datos 

de IC50LPO indican que los extractos de hojas y flores de I. hawkeri son los que tienen 

mayor actividad con valores de 199,5 µg/mL y 206,3 µg/mL para HH-20 y FL-20, 

respectivamente. Por otra parte, la figura 4B presenta los resultados del mismo tipo de 

ensayo aplicado sobre los extractos de hojas de I. hawkeri sometidas a secado mediante 

diferentes técnicas, dichos datos demuestran que el secado por liofilización permite 

obtener un extracto con mayor actividad. Inclusive, HL-21 es el extracto con mayor 

potencia de todos los extractos evaluados con un valor de IC50LPO de 128,1 µg/mL. 

Todos los extractos tienen diferencias significativas con respecto a la quercetina 

utilizada como control positivo (4,7±0,4 µg/mL). 
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A. B.  

Figura 4. Actividad antioxidante determinada mediante el ensayo de inhibición de la 

peroxidación lipídica (LPO) de homogenizados de hígado de rata. A. Extractos de las 

diferentes partes anatómicas de I. hawkeri. B. Extractos de hojas de I. hawkeri 

sometidas a secado mediante diferentes técnicas. Las barras de error corresponden al 

error estándar. Letras distintas en cada barra indican diferencias estadísticamente 

significativas (p < 0,05).  

Las variaciones en la actividad antioxidante en función de la parte anatómica 

de la especie estudiada es un aspecto, que al igual que en los ensayos químicos in vitro 

para determinar actividad antioxidante, ha sido previamente reportada para los 

resultados de diferentes modelos de peroxidación lipídica.  Tal es el caso de los 

extractos hidroalcohólicos (mezcla etanol: agua (70:30 v/v)) producidos por 

maceración de la corteza de Monodora myristica, los cuales tienen mayor potencial 

como inhibidor de la peroxidación lipídica de homogenizados de hígado de ratas Wistar 

inducida con cloruro férrico y peróxido de hidrógeno en comparación con el mismo 

tipo de extracto obtenido de hojas de la planta (289). También se han observado 

diferencias en la inhibición de la peroxidación lipídica de homogenizados yema de 

huevo inducida con sulfato ferroso por parte de los extractos producidos por 

percolación continua de las partes áreas y raíces de Phyllanthus fraternus con etanol, 

siendo más activo el extracto de partes áreas (290). 
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Existen estudios previos que indican que el secado del material vegetal puede 

inducir cambios en la capacidad de extractos para inhibir la peroxidación lipídica. Por 

ejemplo, el extracto acuoso preparado por maceración de hojas de moringa secadas por 

liofilización presenta valores de IC50LPO más bajos en los ensayos de inhibición de la 

peroxidación lipídica de homogenizados de hígado y páncreas de ratas Wistar inducida 

con cloruro férrico o nitroprusiato sódico, esto en comparación con los extractos 

acuosos de hojas secadas a la sombra, secadas por exposición a la luz solar o secadas 

mediante la aplicación de calor al horno a 40 °C (291). 

Al realizar comparaciones con otro tipo de plantas se puede observar que HL-

21 presenta un valor de IC50LPO superior (menor potencia) al de la fracción fenólica 

derivada del extracto de güiscoyol (Bactris guineensis) obtenido por agitación con 

acetona/agua (70:30, v/v) (IC50LPO = 52,8 µg/mL) (292), al de las fracciones fenólicas 

de jugos microfiltrados no pasteurizados y pasteurizados de mora (Rubus adenotrichos)  

(IC50LPO de entre 49,4 y 57,7 µg/mL) (162) y al del extracto de pulpa de cas (Psidium 

friedrichsthalianum) obtenido por agitación con acetona/agua (70:30, v/v) (9,44 

µg/mL) (293), cuya actividad como inhibidores de la peroxidación lipídica de 

homogenizados de hígado de rata se determinó siguiendo una metodología  similar a la 

utilizada en la presente investigación. No fue posible establecer comparaciones con 

extractos de otras plantas del género Impatiens debido a que no se encontraron reportes 

de la aplicación de este tipo de ensayo para la evaluación de su actividad antioxidante.  

En la figura 5A se presentan los resultados del ensayo ERYCA aplicado a los 

extractos de las diferentes partes de I. hawkeri. Los extractos de hojas (HL-20) y flores 

(FL-20) de I. hawkeri son los que tienen mayor actividad con valores de 1,48 mmol 

QE/g y 1,65 mmol QE/g para HH-20 y FL-20, respectivamente. Por otro lado, la figura 

5B muestra los resultados del mismo ensayo utilizado para evaluar la actividad 

antioxidante de los extractos de hojas de I. hawkeri sometidas a secado mediante 

diferentes técnicas, dichos datos demuestran que el secado por liofilización permite 

obtener un extracto con mayor actividad. De hecho, HL-21 corresponde al extracto con 

mayor potencia de todos los extractos evaluados con un valor 2,59 mmol QE/g. 
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A. B.  

Figura 5. Actividad antioxidante determinada mediante el ensayo ERYCA. A. 

Extractos de las diferentes partes anatómicas de I. hawkeri. B. Extractos de hojas de I. 

hawkeri sometidas a secado mediante diferentes técnicas. Las barras de error 

corresponden al error estándar. Letras distintas en cada barra indican diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0,05). 

El ensayo ERYCA tiene como propósito evaluar la capacidad de antioxidantes 

para reducir la hemólisis de eritrocitos humanos inducida por la peroxidación lipídica 

de su membrana promovida mediante la exposición a un agente prooxidante, como lo 

es AAPH, el cual funciona como una fuente de radicales libres (164). En la literatura 

es posible encontrar ensayos similares en los que se emplean condiciones 

experimentales o agentes prooxidantes distintos. Mediante dichos ensayos también se 

han determinado diferencias entre los extractos que se pueden obtener de diferentes 

partes anatómicas de una misma planta. Por ejemplo, se ha reportado diferencias en el 

porcentaje de reducción de la hemólisis de eritrocitos humanos inducida con AAPH 

entre los extractos preparados por agitación de las hojas y la corteza de Rhamnus 

alaternus con una mezcla etanol: agua (70/30: v/v) (294).  También se ha determinado 

que la infusión de hojas de maracuyá (Passiflora edulis) tiene mayor potencia como 

factor que reduce la hemólisis de eritrocitos humanos expuestos a peróxido de 

hidrógeno, esto en comparación con el jugo obtenido del fruto de la misma planta (295).  
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En relación con el efecto del secado, de manera similar que con las hojas de I. 

hawkeri, se ha observado una tendencia hacia una disminución más pronunciada 

hemólisis de eritrocitos humanos expuestos a TBHP al tratar a dichas células con el 

extracto acuoso producido por digestión de las hojas liofilizadas de Bryophyllum 

pinnatum, esto en comparación con el mismo tipo de extracto obtenido de hojas secadas 

mediante horno a 40 °C, a la sombra o mediante la exposición a la luz solar (296).   

Por otra parte, los extractos de flores de I. balsamina e I. walleriana 

preparados por maceración con etanol al 80 % v/v con 0,5 % de ácido trifluoroacético 

tienen la capacidad de reducir la hemólisis inducida en eritrocitos de ovino por 

exposición a AAPH (201,272). Estos extractos son los únicos derivados de plantas del 

género Impatiens para los cuales se reporta previamente dicho tipo de actividad. Dadas 

las diferencias en las metodologías no es posible establecer comparaciones con los 

resultados del presente estudio. 

La comparación de resultados obtenidos en el ensayo ERYCA con otros 

reportados para extractos evaluados por el mismo método, señala que HL-21 presenta 

menor capacidad antioxidante que un extracto fenólico de güiscoyol obtenido por 

agitación con acetona/agua (70:30, v/v) (3,65 mmol QE/g) y que las fracciones 

fenólicas de jugos microfiltrados no pasteurizados y pasteurizados de mora (Rubus 

adenotrichos) (valores de actividad antioxidante entre 3,65 mmol QE/g y 3,74 mmol 

QE/g) (162,292).  Sin embargo, el extracto de pulpa de cas obtenido por agitación con 

acetona/agua (70:30, v/v) presentan un valor de actividad antioxidante menor (0,77 

mmol QE/g) (293).  

Otro de los ensayos llevados a cabo para evaluar la actividad antioxidante de 

los extractos de I. hawkeri es la determinación del potencial de inhibición de la 

generación de ROS (IROS) a nivel intracelular en células Vero. En la figura 6 se 

muestran los resultados del ensayo de viabilidad celular por reducción resazurina 

previo a determinar la capacidad antioxidante.  
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Figura 6. Prueba de citotoxicidad sobre células Vero preliminar al ensayo de inhibición 

de la producción de ROS a nivel intracelular. Las concentraciones de prueba 

corresponden a 100 µg/mL para los extractos y 24 µg/mL para la quercetina. Las barras 

de error corresponden al error estándar.  

Los resultados de la figura 6 demuestran que ningún extracto ni la quercetina 

promueven viabilidades celulares inferiores al 80 % con respecto a células de los pozos 

control (células no tratadas con extracto o quercetina), esto a la concentración máxima 

de prueba, correspondiente a 100 µg/mL para los extractos y 24 µg/mL para la 

quercetina. Esta condición es considerada como un requisito para poder llevar a cabo 

el ensayo de reducción de los niveles de ROS intracelulares (297).  Además, los 

resultados del ensayo de viabilidad celular indican que los extractos presentan una baja 

citotoxicidad contra la línea celular Vero, esto se establece con base al criterio de que 

un extracto es significativamente citotóxico sobre células normales si induce una 

reducción de su viabilidad de al menos el 50 % a una concentración de 100 µg/mL 

(298).  

En la figura 7A se muestran los resultados del ensayo de inhibición de la 

producción de ROS a nivel intracelular en células Vero para los extractos de diferentes 

anatómicas de I. hawkeri, siendo el extracto de planta entera (PEH-20) el que mostró 

mayor actividad, con un porcentaje IROS del 61 %. La figura 7B resume los resultados 

para los extractos obtenidos a partir de hojas de I. hawkeri sometidas a secado mediante 
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diferentes técnicas. De ellos HH-21 presentó el mayor porcentaje IROS 

correspondiente a 44 %, sin embargo, no hubo diferencias estadísticamente 

significativas entre los tres extractos. 

A. B.    

Figura 7. Ensayo de inhibición de la producción de ROS (IROS) a nivel intracelular 

en células Vero. A. Extractos de las diferentes partes anatómicas de I. hawkeri. B. 

Extractos de hojas de I. hawkeri sometidas a secado mediante diferentes técnicas. Las 

concentraciones de prueba corresponden a 100 µg/mL para los extractos y 24 µg/mL 

para la quercetina (control). Las barras de error corresponden al error estándar. Letras 

distintas en cada barra indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05).  

Los resultados del ensayo de inhibición de la producción de ROS a nivel 

intracelular muestran una tendencia distinta a los resultados de los ensayos de 

inhibición de la peroxidación lipídica y ERYCA lo cual puede deberse a diferencias en 

los mecanismos principales de actividad antioxidante que dichos ensayos biológicos 

evalúan. La actividad en los dos últimos ensayos mencionados está definida 

principalmente por el potencial reductor y la capacidad barredora de radicales libres 

que tengan los extractos presentes en el mismo medio en que se encuentran lípidos de 

membrana y/o células, así como las fuentes de radicales libres (TBHP o AAPH) los 

cuales inducen peroxidación lipídica (164). Sin embargo, en el caso del ensayo de 

inhibición de la producción de ROS a nivel intracelular utilizado en el presente estudio, 
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el mismo está diseñado para observar efectos antioxidantes remanentes o posteriores a 

la exposición de las células a los extractos antes de inducir estrés oxidativo. Los 

resultados en este tipo de ensayo pueden estar influenciados por la capacidad que 

tengan los compuestos antioxidantes de atravesar la membrana celular y permanecer 

en el medio intracelular, en cual pueden estabilizar directamente radicales libres, así 

como por la modulación de vías de señalización celular que rigen la actividad de los 

sistemas antioxidantes endógenos (299).  

El menor porcentaje IROS observado para HH-20 y FL-20 en comparación 

con PEH-20, pese a que este último presenta menores niveles de compuestos fenólicos 

(TPC, TFC y TMA), podría explicarse por el hecho de que la capacidad de los 

compuestos antioxidantes de atravesar la membrana celular es un aspecto crítico para 

observar actividad en el ensayo inhibición de la producción de ROS a nivel intracelular 

y que en términos generales los compuestos fenólicos son reconocidos como sustancias 

polares con dificultades para atravesar membranas lipídicas por difusión pasiva. 

Además, la capacidad de permear una membrana biológica para cada compuesto 

fenólico puede estar definida por la presencia de proteínas de transporte específicas 

(300,301). Esto a su vez plantea la posibilidad de que el mayor efecto observado por el 

tratamiento de las células con PEH-20 este determinado por la presencia de otro tipo 

de metabolito antioxidante. Otro factor que podría estar influenciando los resultados es 

el antagonismo y sinergismo entre los diferentes componentes de los diferentes 

extractos (302). La consideración de los factores mencionados anteriormente también 

puede ayudar a establecer una posible explicación para la tendencia hacia un mayor 

porcentaje IROS observado para el tratamiento de las células con HH-21 en 

comparación con el HL-21, pese a que este último extracto presenta mayores niveles 

de TPC, TFC y TMA. 

Debido a que no hay reportes del uso del mismo protocolo experimental para 

la determinación de la inhibición de ROS a nivel intracelular, resulta difícil establecer 

comparaciones con resultados reportados para otros extractos. Sin embargo, 

considerando similitudes como el uso de la misma línea celular y del mismo inductor 



95 

 
 

de estrés oxidativo (TBHP), vale la pena hacer referencia a resultados determinados 

con una metodología similar, pero empleando citometría de flujo para determinar el 

nivel de reducción de los niveles intracelulares de ROS, lo cual corresponde al 

procedimiento más habitual. 

 En el presente estudio, mediante una metodología basada en el desarrollo del 

ensayo en microplacas, se definió que el extracto más potente es PEH-20, para el cual 

se determinó un porcentaje de inhibición de los ROS intracelulares de 61 % a una 

concentración de prueba de 100 µg/mL, mientras que bajo la metodología de citometría 

de flujo mencionada anteriormente se ha determinado que las fracciones fenólicas de 

los extractos microfiltrados de jugos pasteurizados y no pasteurizados de mora (Rubus 

adenotrichos) requieren de una concentración de entre 204 a 220 µg/mL para reducir 

la producción de ROS en un 50 % (162). Mediante el mismo ensayo se ha determinado 

que la fracción fenólica derivada del extracto de güiscoyol obtenido por agitación con 

acetona/agua (70:30, v/v) requiere de una concentración de 153 µg/mL para alcanzar 

el mismo porcentaje de reducción de ROS. Mientras el extracto de pulpa de cas 

obtenido por agitación con acetona/agua (70:30, v/v) requiere de una concentración de 

733 µg/mL para alcanzar el 50 % de inhibición de la producción de ROS (293). En el 

caso de otras plantas de género Impatiens, al menos en la revisión bibliográfica 

realizada para la discusión de los resultados, no se encontraron datos de determinación 

de actividad antioxidante a través de ensayos similares para evaluar la inhibición de la 

producción de ROS a nivel intracelular.  
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5.5. Determinación de la actividad antibacteriana in vitro: 

En el cuadro XI se presentan los resultados para la determinación de la 

actividad antibacteriana de los extractos de diferentes secciones anatómicas de I. 

hawkeri. Solamente los extractos HH-20 y FL-20 demostraron actividad con valores 

de CMI de entre 8,33 mg/mL y 10,00 mg/mL. Las únicas bacterias susceptibles fueron 

las Gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis y E. faecalis).  Ninguno de los extractos 

ejerció actividad bactericida sobre las cepas ensayadas (CMB > 10 mg/mL). 

 La observación de diferencias en la actividad antibacteriana de extractos de 

una misma planta en función de la parte anatómica empleada para su preparación es un 

aspecto que ha sido previamente reportado. Tal es el caso de los extractos preparados 

por maceración con metanol de hojas, corteza de raíz y pericarpio del fruto de 

Diploknema butyracea, siendo el extracto de corteza de raíz el que más actividad 

antibacteriana ha demostrado (303).   Para otros extractos del género Impatiens también 

se han observado diferencias en la actividad antibacteriana dependiendo de la parte 

anatómica utilizada para su preparación. Los extractos de hojas de I. balsamina 

obtenidos por maceración con alcohol al 70 % v/v han demostrado mayor potencia y 

mayor espectro de actividad antibacteriana en comparación con el mismo tipo de 

extracto obtenido de tallos (153). El extracto producido por agitación de frutos de I. 

balsamina con etanol presenta mayor potencia antibacteriana contra Helicobacter 

pylori que el mismo tipo de extracto preparado a partir de semillas y plantas enteras de 

la misma especie (247).  
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 Por otra parte, en el cuadro XII se presentan los resultados obtenidos para los 

extractos de hojas sometidas a secado mediante diferentes técnicas. De ellos HH-21 es 

el que presenta una tendencia hacia mayor actividad (menor CMI) y un espectro más 

amplio de microorganismos sobre los cuales ejerce un efecto inhibitorio de su 

proliferación. Nuevamente, los extractos fueron activos solamente sobre las bacterias 

Gram-positivas de prueba y ninguno de los extractos demostró actividad bactericida 

(CMB > 10 mg/mL).  

Para extractos de otras plantas también se han reportado variaciones en su 

actividad antibacteriana dependiendo de la técnica de secado utilizada para el material 

vegetal de partida. El extracto obtenido de la cáscara de la granadilla (Punica 

granatum) secada al horno a 50 °C mediante extracción asistida con ultrasonido con 

metanol al 80 % v/v es más activo que los extractos preparados a partir del mismo tipo 

de material secado por liofilización (304). El extracto preparado a partir de las hojas de 

moringa secadas a la sombra por maceración con etanol tiene mayor actividad 

antibacteriana con respecto a los extractos obtenidos de hojas secadas por exposición 

a la luz solar o mediante horno a 50 °C (305).  

Al comparar los resultados de los cuadros XI y XII se puede observar que HH-

21 es el extracto con valores de CMI más bajos de todos los sujetos a estudio. Además, 

con base al criterio de Bussmann et al. (306), quien define que los extractos de plantas 

crudos (no fraccionados) con una CMI < 5 mg/mL tienen una potencia antibacteriana 

alta, se puede concluir que la actividad antibacteriana de los extractos de I. hawkeri es 

débil.  
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Con respecto a los resultados reportados para extractos de otras plantas 

reconocidas por ser fuente de metabolitos fenólicos con actividad antibacteriana 

(307,308), se tiene que HH-21 presenta valores de CMI inferiores a los reportados para 

la infusión de té verde cuando su actividad ha sido evaluada contra S. aureus (CMI = 

10 mg/mL) y E. faecalis (CMI = 20 mg/mL) (309).   Por su parte, los extractos de clavo 

de olor (Syzygium aromaticum), hojas de tomillo y hojas de romero preparados por 

extracción asistida por ultrasonido con etanol presentan valores de CMI contra S. 

aureus de 25 mg/mL, 50 mg/mL y 12,5 mg/mL, respectivamente (310). 

Sin embargo, otros extractos han demostrado mayor potencia en comparación 

con HH-21. El extracto obtenido por maceración con etanol de las partes áreas de 

romero presenta valores de CMI de 120 µg/mL, 90 µg/mL y 350 µg/mL sobre S. 

epidermidis, E. faecalis y P. aeruginosa, respectivamente (311). El extracto preparado 

por maceración de los rizomas de jengibre (Zingiber officinale) con etanol al 70 % v/v 

presenta valores de CMI de 100 µg/mL, 50 µg/mL y 100 µg/mL sobre S. aureus, E. 

coli y P. aeruginosa, respectivamente (312). El extracto acuoso de rizomas de cúrcuma 

(Curcuma longa) preparado por decocción presenta actividad frente diferentes cepas 

de S. aureus con valores de CMI de entre 256 µg/mL y 512 µg/mL, mientras que contra 

P. aeruginosa ha demostrado un resultado de CMI de 1024 µg/mL (313).  

Con respecto a resultados reportados previamente para plantas del género 

Impatiens, HH-21 presenta mayor actividad sobre S. epidermidis que los extractos de 

planta entera de I. balsamina, I. hawkeri e I. walleriana preparados por maceración con 

etanol al 80 % v/v para los cuales se determinaron valores de CMI de 10 mg/mL. En el 

caso de S. aureus, HH-21 tiene menor potencia que el extracto de I. balsamina (CMI = 

2,5 mg/mL) y el mismo nivel de efecto inhibitorio que el reportado para el extracto de 

I. walleriana (CMI = 5 mg/mL) y más actividad que el extracto de I. hawkeri (CMI > 

10 mg/mL) (151).  

Para los extractos de tallos de I. balsamina preparados por extracción asistida 

por ultrasonido con éter de petróleo y éter dietílico se ha determinado una CMI sobre 
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S. aureus de 500 µg/mL y 1000 µg/mL, respectivamente. De ambos extractos, solo el 

preparado con éter dietílico tiene actividad sobre E. coli (CMI = 500 µg/mL) (238). El 

extracto preparado por agitación de las raíces de I. tinctoria con acetato de etilo 

presenta mayor potencia que HH-21 sobre S. aureus (CMI = 800 µg/mL), S. 

epidermidis (CMI = 700 µg/mL) y E. faecalis (CMI = 8 mg/mL). Además, se ha 

determinado que este extracto es activo sobre E. coli y S. typhimurium con una CMI de 

8 mg/mL sobre ambas bacterias (314).  

El estudio comparativo de la actividad antimicrobiana de los extractos de 

partes áreas de I. baulfourii, I. glandulifera, I. balsamina, I. walleriana, I parviflora e 

I. noli-tangere preparados por extracción asistida por ultrasonido con 

metanol/acetona/agua (3/1/1, v/v/v) establece que solo el extracto de I. baulfourii es 

activo sobre una de las bacterias Gram-negativas ensayadas, la cual corresponde a K. 

pneumoniae (CMI = 1000 µg/mL). Además, los extractos de I. baulfourii, I. 

glandulifera, I. balsamina e I. noli-tangere mostraron actividad sobre S. aureus y S. 

epidermidis con un rango de CMI de 125 a 1000 µg/mL (285). En relación con los 

extractos de flores de I. balsamina e I. walleriana preparados por maceración con 

etanol al 80 % v/v con 0,5 % de ácido trifluoroacético se ha determinado valores de 

CMI de entre 50 µg/mL y 200 µg/mL sobre S. aureus, P.aeruginosa, E. coli y S. 

typhimurium (201,272). 

La menor capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias Gram-negativas 

observada para los extractos de I. hawkeri es un fenómeno que ha sido descrito para 

extractos de diferentes plantas. Bussmann et al. (306) ha determinado que es más 

probable encontrar extractos con actividad frente a bacterias Gram-positivas que contra 

Gram-negativas. Observación que ha establecido al evaluar el efecto antibacteriano de 

los extractos obtenidos por maceración con etanol de 141 plantas usadas 

tradicionalmente en Perú para el tratamiento de infecciones. Se ha planteado que la 

menor actividad de extractos de plantas sobre bacterias Gram-negativas puede estar 

relacionada con la membrana externa de lipopolisacáridos en este tipo de 

microorganismo. Esta membrana constituye una barrera adicional con respecto a las 
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bacterias Gram-positivas que puede dificultar el ingreso de las moléculas activas de los 

extractos a las células bacterianas de modo que no pueden interactuar con sus 

correspondientes dianas o blancos moleculares (149,309,315). 

5.6. Resultados de los análisis de correlación y PCA: 

En la figura 8 se presenta la matriz de correlación de Spearman para los 

diferentes ensayos de caracterización química y de actividad biológica aplicados a los 

nueve extractos estudiados. El motivo por el cual no se empleó un análisis de 

correlación de Pearson obedece a la existencia de variables cuya distribución no es 

normal.  

 

Figura 8. Matriz de correlación de Spearman entre los diferentes parámetros 

determinados para los nueve extractos estudiados. El color de la barra lateral derecha 

indica la escala para el valor del coeficiente de correlación r los cuales se indican en 

cada una de las celdas.  

Con respecto a las correlaciones significativas (p < 0,05) más relevantes entre 

el contenido de metabolitos fenólicos determinado mediante cromatografía HPTLC y 
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la magnitud de la actividad antioxidante y antibacteriana determinada mediante 

ensayos in vitro, se tiene que la cantidad de quercetina es un parámetro que correlaciona 

con los resultados de las pruebas químicas in vitro de evaluación de la actividad 

antioxidante (valores absolutos de r de entre 0,76 y 0,87) exceptuando el ensayo FIC (r 

= - 0,37). Además, el contenido de quercetina también presenta una correlación 

significativa con respecto a los valores de IC50LPO (r = - 0,76). 

En el caso del contenido de rutina, también se observa correlación con los 

resultados de las pruebas químicas in vitro de actividad antioxidante (valores absolutos 

de r de entre 0,69 y 0,83) con excepción de los resultados de la prueba FIC (r = - 0,34). 

El contenido de rutina correlaciona positivamente con los resultados de ERYCA (r = 

0,85) y con la variable IAB (r = 0,80), la cual es una medida de la potencia y espectro 

de actividad antibacteriana. Por su parte, la concentración de lawsona correlaciona 

significativamente con los resultados del ensayo LPO (r = - 0,73), pero no presenta 

correlaciones significativas con respecto a los ensayos químicos de evaluación de la 

actividad antioxidante ni con la variable IAB. Las concentraciones de escopoletina e 

isoquercetina no presentaron correlaciones significativas con ninguna de las variables 

determinadas mediante los ensayos in vitro de actividad antioxidante y antibacteriana.  

La variable SCF, correspondiente a la sumatoria de las concentraciones de los 

metabolitos determinadas por cromatografía HPTLC, el cual funciona como indicador 

adicional del contenido de compuestos fenólicos de los extractos, tiene las mismas 

correlaciones significativas descritas para la rutina con los resultados de las pruebas 

químicas in vitro de actividad antioxidante, los resultados del ensayo ERYCA y los 

valores IAB (valores absolutos de r de entre 0,79 y 0,90). Este es un resultado esperable 

si se considera que el contenido de rutina es el parámetro que más aporta a los valores 

de SCF de los extractos con mayor capacidad antioxidante.   

En relación con los resultados de los ensayos colorimétricos para la 

determinación de compuestos fenólicos, las variables TPC y TFC presentan 

correlaciones significativas (valores absolutos de r de entre 0,83 y 1,00) con todos los 
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parámetros definidos a través de los ensayos in vitro de actividad antioxidante y 

antibacteriana, excepto con los resultados del ensayo FIC (valores de r de entre -0,48 y 

-0,45) y el porcentaje IROS definido en cultivos de células Vero (valores de r de entre 

0,05 y 0,10). Por su parte, los valores de TMA presentan una correlación positiva y 

significativa con los resultados del ensayo ERYCA (r = 0,82). Además, los resultados 

de los ensayos químicos de determinación de actividad antioxidante, excepto los 

obtenidos en el ensayo FIC, correlacionan de manera significativa con los resultados 

de los ensayos biológicos ERYCA y LPO (valores absolutos de r de entre 0,83 y 0,92). 

No se encontraron correlaciones significativas entre las variables derivadas de los 

análisis de químicos de composición y de determinación de la actividad antioxidante 

de los extractos con los resultados de porcentaje IROS.  

Los resultados de los diferentes análisis de correlación pueden resumirse a 

través de los gráficos de la figura 9 generados a través del análisis PCA. Según los 

resultados de esta evaluación estadística, es posible realizar una reducción de las 18 

variables (dimensiones) originales a solamente dos, las cuales corresponden al primer 

componente principal (PC1) y al segundo componente principal (PC2). Estas variables 

alternativas pueden representar en un sistema bidimensional que incluye un 70,61 % 

de la varianza o dispersión total de los datos, en la cual PC1 aporta el 51,76 % y PC2 

aporta un 18,85 %.  

En la literatura es posible encontrar recomendaciones para que los modelos de 

análisis PCA tenga una cantidad de componentes que alcance un porcentaje de la 

varianza total del sistema de al menos el 80 %. Sin embargo, también se ha indicado 

que la cantidad e identidad de componentes que se escoja es un aspecto que puede 

variar en función del contexto y objetivo del análisis (316). Para la presente 

investigación se seleccionó el modelo PCA bidimensional con las dos componentes 

que representan los valores más altos del porcentaje total de varianza del sistema bajo 

análisis ya que se considera más sencillo de interpretar que uno en tres dimensiones 

que represente un porcentaje mayor de varianza. Además, existen modelos PCA 

publicados para estudios similares en los que se ha utilizado un porcentaje de varianza 
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menor al 60 % (317). En la sección 8.8 de los anexos se presentan los gráficos para un 

modelo PCA de tres dimensiones que alcanza un 83,47 % de la varianza del sistema, 

el cual, por su complejidad, puede resultar más difícil de interpretar gráficamente que 

el de dos dimensiones seleccionado para la presente discusión de resultados. 

       A.   

             B.   

Figura 9. Análisis PCA bidimensional para los diferentes parámetros evaluados en los 

extractos sujetos a estudio. A. Gráfico bidimensional de cargas factoriales (loadings 
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plot) para las variables incluidas en el modelo. B. Gráfico bidimensional de 

puntuaciones factoriales (score plot) para los extractos. El porcentaje indicado en cada 

eje corresponde al aporte a la varianza del sistema de cada componente principal 

(PCA). 

En el gráfico de cargas factoriales (loadings plot) (figura 9A) se representan 

las 18 variables incluidas en el análisis como vectores. Con base al ángulo y longitud 

(magnitud de dichos vectores) es posible determinar que PC1 (eje x) está determinado 

principalmente por las variables derivadas de los ensayos de actividad antioxidante y 

antibacteriana (exceptuando el porcentaje IROS y los resultados del ensayo FIC) y los 

de cuantificación de TPC y TFC. Para este componente, los resultados altos de IC50 en 

los ensayos de determinación de capacidad barredora del radical DPPH y LPO tienden 

hacia valores negativos, mientras los datos elevados de TPC, TFC, IAB y de actividad 

antioxidante determinada mediante los ensayos ORAC, FRAP y ERYCA tiende hacia 

valores positivos. En el caso de PC2 (eje y), este componente se encuentra determinado 

principalmente por las variables SCF, TMA, la cantidad de rutina y la actividad en el 

ensayo FIC. Por lo tanto, para este componente una actividad quelante alta tiende hacia 

datos positivos, mientras que cantidades elevadas de TMA, SCF y de concentración de 

rutina promueven un desplazamiento hacia valores negativos. 

Además, al observar la cercanía entre los puntos de cada variable es posible 

establecer que el conjunto de las variables TPC, TFC, IAB, ORAC, FRAP y ERYCA 

presenta una elevada correlación positiva entre sí de manera similar al conjunto de dos 

variables compuesto por los resultados de los ensayos de determinación de capacidad 

barredora del radical DPPH y LPO. La dirección opuesta entre ambos conjuntos de 

variables plantea una fuerte correlación negativa entre cada uno de los parámetros que 

los componen, lo cual tiene sentido si se considera que los valores de IC50 en los 

ensayos de determinación de capacidad barredora del radical DPPH y LPO son 

inversamente proporcionales a la actividad antioxidante, a diferencia de los resultados 

de los ensayos ORAC, FRAP y ERYCA que más bien guardan una relación de 

proporcionalidad con la potencia antioxidante de los extractos evaluados.   
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Por otra parte, se pueden reconocer dos grupos adicionales de variables, el 

primer grupo está compuesto por el contenido de isoquercetina, lawsona y quercetina, 

las cuales presentan tendencias a una correlación positiva entre sí y con las variables 

TPC, TFC, IAB, ORAC, FRAP y ERYCA. El segundo conjunto está integrado por 

TMA, el contenido de rutina y SCF. En dicho conjunto, las variables tienden a 

correlacionar positivamente entre sí, pero negativamente con respecto a los resultados 

del ensayo FIC. Para las variables correspondientes al porcentaje IROS, concentración 

de kaempferol y concentración de escopoletina, los ángulos, la poca magnitud de sus 

vectores, así como la separación de ellos con respecto a otros parámetros incluidos en 

el análisis PCA son factores que indican bajas correlaciones con respecto a las variables 

relacionadas a la determinación de actividad antioxidante y antibacteriana. 

La correlación entre la cantidad de compuestos fenólicos y la actividad 

antioxidante de extractos es un fenómeno previamente reportado para otras plantas, tal 

y como lo son las bayas y hojas de frambuesa (318) y extractos de diferentes partes 

anatómicas de Rhus verniciflua y Papaver rhoeas (319,320). En el caso de extractos 

de plantas del género Impatiens, ha sido descrita previamente la existencia de 

correlación significativa entre sus contenidos de compuestos fenólicos y la actividad 

antioxidante, sin embargo, no se había hallado una correlación significativa con 

respecto a su actividad antibacteriana (153,285)  

Las correlaciones significativas observadas entre el contenido de compuestos 

fenólicos con la actividad antioxidante y antibacteriana pueden ser explicada por las 

reconocidas propiedades de este tipo de metabolito como agentes antioxidantes y 

antimicrobianos (26,321-323). Tal y como es el caso de la quercetina y de la rutina, 

cuyo contenido podría ser incluso utilizado como un indicador orientativo de la 

potencia de la actividad antioxidante y antibacteriana de extractos de I. hawkeri en 

futuros estudios.  

Las correlaciones significativas entre los resultados de los ensayos químicos 

FRAP, ORAC y de determinación de capacidad barredora del radical DPPH con los 
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ensayos biológicos LPO y ERYCA sugieren que los extractos ejercen su actividad 

antioxidante principalmente por su capacidad de estabilizar radicales libres capaces de 

inducir peroxidación lipídica. Por otra parte, la ausencia de correlación significativa 

entre los resultados del ensayo de determinación de inhibición de la generación de ROS 

a nivel intracelular y los datos de los ensayos químicos de actividad antioxidante y de 

cuantificación de compuestos fenólicos puede deberse a que los metabolitos fenólicos 

de los extractos de I. hawkeri tienen una baja capacidad de atravesar la membrana 

celular, a que presenten baja potencia para la modulación de las vías de señalización 

reguladoras de los sistemas antioxidantes celulares, a que fenómenos como la sinergia 

y antagonismo estén influenciado los resultados obtenidos o a que otro tipo de 

compuesto diferente a los compuestos fenólicos sea el principal responsable de los 

efectos antioxidantes determinado con el ensayo en biológico en cuestión. 

El gráfico bidimensional de puntuaciones factoriales (score plot) para los 

extractos (figura 9B) muestra que los extractos pueden ser clasificados en dos 

categorías principales correspondientes a extractos con actividad antioxidante alta con 

efecto antibacteriano y extractos con actividad antioxidante baja sin efecto 

antibacteriano. Los extractos de la primera categoría se ubican en valores positivos de 

PC1 y los de la segunda categoría en valores negativos para la misma componente 

principal. Los extractos de la primera categoría se derivan de flores y hojas de I. 

hawkeri mientras que los de la segunda son extractos del resto de partes anatómicas de 

la planta.  

Los extractos de la primera categoría presentan tres extractos agrupados, 

correspondientes a HH-20, HH-21 y HS-21, los cuales tienen un perfil de actividad 

antioxidante y antibacteriana similar. En el caso de FL-20, su posición en el gráfico de 

la figura 9B está determinada por sus valores más elevados de TMA, SCF y de 

concentración de rutina, lo cual se desprende del gráfico de figura 9A en el que se 

puede observar la dirección de los vectores de dichas variables.  
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Por otro lado, la posición de HL-21 en el gráfico de la figura 9B está 

condicionada por la actividad antioxidante superior, así como por los niveles más 

elevados para la concentración de lawsona, isoquercetina, TFC y TPC. Esto también 

se puede establecer a partir del gráfico de figura 9A en el que se puede observar la 

dirección de los vectores de esas variables. Por lo tanto, en términos generales, se puede 

concluir a partir del gráfico 9B que el extracto HL-21 corresponde al extracto con mejor 

perfil de actividad antioxidante, lo que puede asociarse con sus mayores niveles de 

compuestos fenólicos, siendo las dos variables más importantes relacionadas con esta 

característica los valores de TPC y TFC.  

Finalmente, vale la pena aclarar que las comparaciones establecidas en la 

discusión de los resultados obtenidos en el presente estudio con respecto a datos de 

investigaciones realizadas previamente tienen únicamente carácter informativo y su 

objetivo es de orientar con respecto el potencial relativo de los extractos de I. hawkeri 

como agentes antioxidantes y antibacterianos. Debe considerarse la existencia de 

diferencias entre las metodologías utilizadas en esta investigación con respecto a las 

empleadas en los estudios publicados utilizados como referencia para el 

establecimiento de los contrastes, aspecto que limita el uso de dichas comparaciones 

como un indicador estricto de la relevancia de los efectos observados para los extractos 

de I. hawkeri estudiados. 
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6. Conclusiones y recomendaciones: 

Ha sido posible determinar tentativamente la presencia de metabolitos 

fenólicos bioactivos en los extractos de I. hawkeri que previamente han sido reportados 

en otras plantas del género Impatiens, tal y como es el caso de la quercetina, 

kaempferol, rutina, isoquercetina, lawsona y escopoletina. Los resultados demuestran 

la heterogeneidad cualitativa y cuantitativa en la distribución de estos metabolitos entre 

diferentes partes anatómicas de I. hawkeri, lo cual puede sentar un precedente útil para 

orientar futuros estudios de aislamiento y elucidación estructural mediante técnicas 

espectroscópicas para la confirmación de la identidad de los compuestos detectados. 

Además, con ese aislamiento se podría valorar la relevancia de estas sustancias para 

los efectos biológicos ejercidos por los extractos de la planta al evaluar su actividad 

individualmente. 

El análisis de resultados obtenidos demuestra que la actividad antioxidante y 

antibacteriana de los extractos hidroalcohólicos de I. hawkeri preparados por 

maceración con etanol al 80 % v/v presentan variaciones significativas en función de 

la sección o parte anatómica de la planta utilizada para su preparación. Dichos datos 

también han hecho posible definir que, en términos generales, las hojas y flores 

permiten obtener los extractos más activos, sin embargo, por su abundancia relativa, es 

más factible el uso de hojas para la preparación de extractos dada la mayor 

disponibilidad de este material vegetal.   

Otra conclusión que se desprende de los resultados es que la técnica del secado 

de las hojas tiene un impacto significativo en las propiedades antioxidantes y 

antibacterianas de los extractos hidroalcohólicos que se preparen con ellas. El secado 

por liofilización permite la obtención de extractos con mejor perfil de actividad 

antioxidante, mientras el secado al horno permite obtener extractos con mejor actividad 

antibacteriana.  

Los contenidos de TPC, TFC, SCF, quercetina y rutina son parámetros 

químicos que presentan las correlaciones más significativas con la actividad 
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antioxidante y antibacteriana. Por lo tanto, es posible determinar que los compuestos 

fenólicos, especialmente los flavonoides, tienen una relación con los efectos biológicos 

observados. Por su parte, la correlación significativa entre los datos de las pruebas 

químicas de evaluación de la de actividad antioxidante (FRAP, ORAC y ensayo de 

determinación de la actividad barredora sobre el radical DPPH) y los resultados de los 

ensayos LPO y ERYCA demuestran que la capacidad reductiva y de estabilización de 

radicales libres son fenómenos que permiten explicar la actividad antioxidante de los 

extractos en los modelos biológicos mencionados.  

Los resultados obtenidos para el ensayo de inhibición de la producción de 

ROS a nivel intracelular en células Vero no presentan correlaciones significativas con 

los datos definidos mediante los ensayos químicos de determinación de actividad 

antioxidante ni de cuantificación de compuestos fenólicos. De hecho, el extracto con 

mayor capacidad para reducir la generación de radicales libres a nivel intracelular es el 

obtenido de la planta entera, uno de los que presenta menor cantidad de compuestos 

fenólicos. Esto sugiere la posibilidad de que los compuestos fenólicos de los extractos 

de I. hawkeri tengan baja capacidad de atravesar la membrana celular, que presenten 

baja potencia para la modulación de las vías de señalización reguladoras de los sistemas 

antioxidantes celulares, que fenómenos como la sinergia y antagonismo estén 

influenciado los resultados obtenidos o que otro tipo de compuesto diferente a los 

metabolitos fenólicos sea el principal responsable de los efectos antioxidantes 

observados bajo el ensayo en cuestión. Para poder definir cuál de estos factores es el 

más importante, se requiere de la combinación de estudios metabolómicos más amplios 

de los extractos y del uso de modelos biológicos complementarios, como lo pueden ser 

ensayos de permeabilidad a través de monocapas celulares y estudios de regulación de 

vías de señalización específicas.  

En el caso de la actividad antibacteriana de los extractos, se concluye que la 

misma es débil y que presenta un espectro de actividad focalizado en bacterias Gram-

positivas. Para estudios futuros se puede analizar el fraccionamiento de los extractos, 

sobre todo del obtenido de hojas secadas al horno, para valorar la posibilidad de que la 
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potencia antimicrobiana aumente mediante la concentración de los compuestos 

bioactivos. Inclusive, esta es una posibilidad que se puede considerar si se quiere 

optimizar la actividad antioxidante de este tipo de extracto. Otra posibilidad es realizar 

estudios con extractos preparados a partir del mismo material vegetal, pero empleando 

otras técnicas de extracción y sistemas de solventes. Estos estudios pueden ayudar a 

seleccionar condiciones de extracción para producir extractos con perfiles de actividad 

optimizados.  

Finalmente, al integrar la información obtenida, se puede definir que el 

extracto obtenido de hojas sujetas a secado por liofilización es, en términos generales, 

el más promisorio para realizar futuros estudios metabolómicos y que permitan 

comprender de una manera más completa su composición, así como para realizar 

ensayos biológicos in vitro con el propósito de definir los mecanismos moleculares de 

acción antioxidante. Inclusive, dicho tipo de extracto posee el mayor potencial para la 

realización de estudios in vivo que evalúen su actividad antioxidante y su potencial 

utilidad terapéutica en modelos de enfermedades relacionadas con el desarrollo de 

estrés oxidativo, para lo cual será necesario definir previamente su toxicidad bajo 

modelos animales adecuados. 
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8. Anexos:  

8.1. Estimación del porcentaje del peso total de las plantas de I. hawkeri 

correspondiente a cada sección anatómica: 

En el cuadro A1 se resume el porcentaje del peso promedio de la planta de I. 

hawkeri correspondiente a cada parte o sección anatómica. Para definir esta estimación, 

se utilizaron 10 plantas frescas las cuales fueron pesadas en conjunto. Luego, cada una 

de las partes o secciones anatómicas fue aislada de las plantas y pesada en conjunto. 

Con los datos de peso total de las plantas y peso de las secciones de las plantas se 

estimó el porcentaje promedio que representa cada sección anatómica del peso 

promedio total de una planta de I. hawkeri.  

Cuadro A1. Porcentaje del peso promedio de la planta de I. hawkeri que corresponde 

a cada parte o sección anatómica 

Sección 

anatómica 

Peso promedio 

por planta (g) 

Porcentaje del peso promedio de una 

planta 

(Porcentaje del peso de partes áreas) 

Hojas 

 

106 33 % 

(42 %) 

 

Flores 

 

25 8 % 

(10 %) 

 

Tallo 

 

121 37 % 

(48 %) 

 

Raíz 

 

73 22 % 

(0 %) 

 

*Partes áreas 

 

252 78 % 

(100 %) 

 

Planta entera 

 

325 100 % 

(No aplica) 

*Es la combinación de flores, hojas y tallos. 
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8.2. Perdida de humedad del material vegetal durante la fase de secado: 

Cuadro A2. Perdida de humedad del material vegetal durante la fase de secado. 

Material vegetal 

(Técnica de secado) 

Peso inicial (g) Peso al finalizar el 

secado (g) 

Porcentaje de 

perdida de 

humedad 

Plantas enteras 2020 

(Horno) 

3036 183 94 % 

Partes áreas 2020 

(Horno) 

1605 114 93 % 

Hojas 2020 

(Horno) 

1060 99 91 % 

Flores 2020 

(Liofilización) 

246 15 94 % 

Tallos 2020 

(Horno) 

1206 62 95 % 

Raíces 2020 

(Horno) 

733 65 91 % 

Hojas 2021 

(Liofilización) 

814 90 89 % 

Hojas 2021 

(Horno) 

760 90 88 % 

Hojas 2021 

(Sombra) 

974 110 89 % 
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8.3. Rendimiento de extracción: 

Cuadro A3.  Porcentaje de rendimiento para los procesos de extracción con los 

diferentes tipos de material vegetal de I. hawkeri. 

Material vegetal 

(Técnica de secado) 

Peso de material 

seco sometido a 

extracción (g) 

Peso de extracto 

liofilizado obtenido 

(g) 

Porcentaje 

de 

rendimiento 

Plantas enteras 2020 

(Horno) 

50,14 3,51 7,00 

Partes áreas 2020 

(Horno) 

50,01 3,55 7,10 

Hojas 2020 

(Horno) 

50,00 2,42 4,84 

Flores 2020 

(Liofilización) 

14,93 3,36 22,52 

Tallos 2020 

(Horno) 

50,05 5,38 10,75 

Raíces 2020 

(Horno) 

50,00 2,74 5,49 

Hojas 2021 

(Liofilización) 

50,30 3,68 7,32 

Hojas 2021 

(Horno) 

50,10 3,70 7,39 

Hojas 2021 

(Sombra) 

50,00 4,32 8,63 
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8.4. Parámetros analíticos de los ensayos por cromatografía HPTLC: 

Los valores de límite de detección (LD) y límite de cuantificación (LQ) de 

cada método se calculó con base a los datos desviación estándar de los residuos 

obtenida para las diferentes rectas de calibración generadas con cada sustancia de 

referencia o patrón estándar según el método descrito por Ismael et al. (A1).  El 

porcentaje de recuperación de cada método se estableció mediante la evaluación de la 

concentración de sustancia patrón en soluciones estándar de prueba preparadas 

independientemente a las soluciones utilizadas para la construcción de la recta de 

calibración.  Se aplicaron diferentes volúmenes de las soluciones estándar de prueba 

en placas cromatográficas de manera que la cantidad de sustancia de referencia por 

banda cubriera el rango de linealidad del método correspondiente. El valor reportado 

de porcentaje de recuperación es el promedio determinado en todo el rango de 

linealidad en al menos cuatro experimentos distintos con su respectivo porcentaje de 

desviación estándar relativa (DER). Los parámetros analíticos de cada método se 

encuentran resumidos en el cuadro A4.  
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Cuadro A4. Parámetros analíticos de los métodos empleados para la determinación de 

compuestos fenólicos bioactivos. 

Metabolito 

analizado 

Recta de 

calibración 

LD 

(ng/banda) 

LQ 

(ng/banda) 

Porcentaje de 

recuperación ± 

DER  

Quercetinaa Y= 0,75X + 39,95 

(r2 = 0,9946) 

 

37 113 99±4  

(n* = 4) 

Quercetinab Y = 0,59X – 20,40 

(r2 = 0,9992) 

 

18 54 99±4 

(n = 4) 

Kaempferola Y = 0,73X + 18,40 

(r2 = 0,9988) 

 

17 52 99±2 

        (n = 4) 

Kaempferolb Y = 0,60X - 27,95 

(r2 = 0,9984) 

 

20 62 100±5 

(n = 4) 

Rutina Y = 0,36X – 24,60 

(r2 = 0,9980) 

 

46 140 99±4 

(n = 6) 

Isoquercetina Y = 0,27X – 27,26 

(r2 = 0,9984) 

 

41 127 99±4 

(n = 6) 

Lawsona Y = 0,56X – 15,08 

(r2 = 0,9997) 

 

7 22 98±3 

(n = 4) 

2-MNQ Y =0,51X + 79,40 

(r2 = 0,9994) 

 

17 50 98±3 

(n = 4) 

Escopoletina Y = 1,78X + 6,56 

(r2 = 0,9996) 

10 30 101±3 

(n = 4) 
aMétodo empleado para el análisis del extracto FL-20. bMétodo utilizado para el 

análisis de todos los extractos excepto FL-20. *Número de experimentos. 

Referencia: 

A1. Ismail R, Lee HY, Mahyudin NA, Abu Bakar F. Linearity study on detection and 

quantification limits for the determination of avermectins using linear regression. J 

Food Drug Anal. 2014 Dec;22(4):407-412. doi: 10.1016/j.jfda.2014.01.026.  
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8.5. Ejemplos de densitogramas procesados en los análisis por cromatografía 

HPTLC:  

A.  

B.  

Figura A1. Densitogramas de absorbancia para la determinación de quercetina (1) y 

kaempferol (2) obtenidos a 380 nm después del desarrollo de la placa de cromatografía 

con la fase móvil 1.  A. Densitograma obtenido con la aplicación de 1.5 µL de la SE de 

quercetina y kaempferol.  B. Densitograma obtenido con la aplicación de 100 µL de la 

solución de prueba de FL-20. 
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A.  

B.  

Figura A2. Densitogramas de absorbancia para la determinación de quercetina (1) y 

kaempferol (2) obtenidos a 380 nm después del desarrollo consecutivo de la placa de 

cromatografía con las fases móviles 1 y 2. A. Densitograma obtenida con la aplicación 

de 1.5 µL de la SE de quercetina y kaempferol.  B. Densitograma obtenido con la 

aplicación de 50 µL de la solución de prueba de PEH-20. 
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C.  

D.  

Figura A2 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

quercetina (1) y kaempferol (2) obtenidos a 380 nm después del desarrollo consecutivo 

de la placa de cromatografía con las fases móviles 1 y 2. C. Densitograma obtenido con 

la aplicación de 50 µL de la solución de prueba de PAH-20. D. Densitograma obtenido 

con la aplicación de 100 µL de la solución de prueba de HH-20. 
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E.  

F.  

Figura A2 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

quercetina (1) y kaempferol (2) obtenidos a 380 nm después del desarrollo consecutivo 

de la placa de cromatografía con las fases móviles 1 y 2.  E. Densitograma obtenido 

con la aplicación de 40 µL de la solución de prueba de TH-20. F. Densitograma 

obtenido con la aplicación de 60 µL de la solución de prueba de RH-20. 
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G.  

H.  

Figura A2 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

quercetina (1) y kaempferol (2) obtenidos a 380 nm después del desarrollo consecutivo 

de la placa de cromatografía con las fases móviles 1 y 2.  G. Densitograma obtenido 

con la aplicación de 15 µL de la solución de prueba de HL-21. H. Densitograma 

obtenido con la aplicación de 50 µL de la solución de prueba de HH-21. 
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I.  

Figura A2 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

quercetina (1) y kaempferol (2) obtenidos a 380 nm después del desarrollo consecutivo 

de la placa de cromatografía con las fases móviles 1 y 2. I. Densitograma obtenido con 

la aplicación de 10 µL de la solución de prueba de HS-21.  

 

 

 

 



174 

 
 

A.  

B.  

Figura A3. Densitogramas de absorbancia para la determinación de rutina (1) e 

isoquercetina (2) obtenidos a 365 nm después del desarrollo de la placa de 

cromatografía con la fase móvil 3.  A. Densitograma obtenido con la aplicación de 2.0 

µL de la SE de rutina e isoquercitrina. B. Densitograma obtenido con la aplicación de 

25 µL de la solución de prueba de PEH-20. 
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C.  

D.  

Figura A3 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

rutina (1) e isoquercetina (2) obtenidos a 365 nm después del desarrollo de la placa de 

cromatografía con la fase móvil 3.  C. Densitograma obtenido con la aplicación de 15 

µL de la de la solución de prueba de PAH-20.  D. Densitograma obtenido con la 

aplicación de 15 µL de la de la solución de prueba de HH-20. 
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E.  

F.  

Figura A3 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

rutina (1) e isoquercetina (2) obtenidos a 365 nm después del desarrollo de la placa de 

cromatografía con la fase móvil 3.  E. Densitograma obtenido con la aplicación de 3 

µL de la de la solución de prueba de FL-20.  F. Densitograma obtenido con la aplicación 

de 100 µL de la de la solución de prueba de TH-20. 
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G.  

H.  

Figura A3 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

rutina (1) e isoquercetina (2) obtenidos a 365 nm después del desarrollo de la placa de 

cromatografía con la fase móvil 3.  G. Densitograma obtenido con la aplicación de 100 

µL de la de la solución de prueba de RH-20. H. Densitograma obtenido con la 

aplicación de 15 µL de la de la solución de prueba de HL-21. 
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I.  

J.  

Figura A3 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

rutina (1) e isoquercetina (2) obtenidos a 365 nm después del desarrollo de la placa de 

cromatografía con la fase móvil 3.  I. Densitograma obtenido con la aplicación de 8 µL 

de la de la solución de prueba de HH-21.  J. Densitograma obtenido con la aplicación 

de 20 µL de la de la solución de prueba de HS-21. 
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A.  

B.  

Figura A4. Densitogramas de absorbancia para la determinación de lawsona (1) y 2-

MNQ (2) obtenidos a 275 nm después del desarrollo consecutivo de la placa de 

cromatografía con las fases móviles 4 y 5. A. Densitograma obtenida con la aplicación 

de 1.5 µL de la SE de lawsona y 2-MNQ. B. Densitograma obtenido con la aplicación 

de 100 µL de la solución de prueba de PEH-20. 
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C.  

D.  

Figura A4 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

lawsona (1) y 2-MNQ (2) obtenidos a 275 nm después del desarrollo consecutivo de la 

placa de cromatografía con las fases móviles 4 y 5. C. Densitograma obtenido con la 

aplicación de 100 µL de la solución de prueba de PAH-20. D. Densitograma obtenido 

con la aplicación de 100 µL de la solución de prueba de HH-20. 
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E.  

F.  

Figura A4 (continuación). Densitogramas de absorción para la determinación de 

lawsona (1) y 2-MNQ (2) obtenidos a 275 nm después del desarrollo consecutivo de la 

placa de cromatografía con las fases móviles 4 y 5. E. Densitograma obtenido con la 

aplicación de 100 µL de la solución de prueba de FL-20. F. Densitograma obtenido con 

la aplicación de 100 µL de la solución de prueba de TH-20. 
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G.  

H.  

Figura A4 (continuación). Densitogramas de absorbancia para la determinación de 

lawsona (1) y 2-MNQ (2) obtenidos a 275 nm después del desarrollo consecutivo de la 

placa de cromatografía con las fases móviles 4 y 5. G. Densitograma obtenido con la 

aplicación de 100 µL de la solución de prueba de RH-20. H. Densitograma obtenido 

con la aplicación de 100 µL de la solución de prueba de HL-21. 
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I.  

J.  

Figura A4 (continuación). Densitogramas de absorción para la determinación de 

lawsona (1) y 2-MNQ (2) obtenidos a 275 nm después del desarrollo consecutivo de la 

placa de cromatografía con las fases móviles 4 y 5. I. Densitograma obtenido con la 

aplicación de 100 µL de la solución de prueba de HH-21. J. Densitograma obtenido 

con la aplicación de 100 µL de la solución de prueba de HS-21. 
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A.   

B.  

Figura A5. Densitogramas de fluorescencia para la determinación de escopoletina (1) 

obtenidos a una longitud de onda excitación de 302 nm y con la lectura de la intensidad 

de fluorescencia emitida con filtro de detección K400 después del desarrollo 

consecutivo de la placa de cromatografía con las fases móviles 6 y 7. A. Densitograma 

obtenido con la aplicación de 0.5 µL de la solución estándar de escopoletina. B. 

Densitograma obtenido con la aplicación de 25 µL de la solución de prueba de PEH-

20.  
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C.  

D.   

Figura A5 (continuación). Densitogramas de fluorescencia para la determinación de 

escopoletina (1) obtenidos a una longitud de onda excitación de 302 nm y con la lectura 

de la intensidad de fluorescencia emitida con filtro de detección K400 después del 

desarrollo consecutivo de la placa de cromatografía con las fases móviles 6 y 7. C. 

Densitograma obtenido con la aplicación de 25 µL de la solución estándar de PAH-20. 

D. Densitograma obtenido con la aplicación de 10 µL de la solución de prueba de HH-

20. 
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E.   

F.   

Figura A5 (continuación). Densitogramas de fluorescencia para la determinación de 

escopoletina (1) obtenidos a una longitud de onda excitación de 302 nm y con la lectura 

de la intensidad de fluorescencia emitida con filtro de detección K400 después del 

desarrollo consecutivo de la placa de cromatografía con las fases móviles 6 y 7. E. 

Densitograma obtenido con la aplicación de 100 µL de la solución de prueba de FL-

20. F. Densitograma obtenido con la aplicación de 15 µL de la solución de prueba de 

TH-20. 
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G.  

H.  

Figura A5 (continuación). Densitogramas de fluorescencia para la determinación de 

escopoletina (1) obtenidos a una longitud de onda excitación de 302 nm y con la lectura 

de la intensidad de fluorescencia emitida con filtro de detección K400 después del 

desarrollo consecutivo de la placa de cromatografía con las fases móviles 6 y 7. G. 

Densitograma obtenido con la aplicación de 8 µL de la solución de prueba de RH-20. 

H. Densitograma obtenido con la aplicación de 25 µL de la solución de prueba de HL-

21.  
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I.  

J.  

Figura A5 (continuación). Densitogramas de fluorescencia para la determinación de 

escopoletina (1) obtenidos a una longitud de onda excitación de 302 nm y con la lectura 

de la intensidad de fluorescencia emitida con filtro de detección K400 después del 

desarrollo consecutivo de la placa de cromatografía con las fases móviles 6 y 7. I. 

Densitograma obtenido con la aplicación de 20 µL de la solución de prueba de HH-21. 

J. Densitograma obtenido con la aplicación de 100 µL de la solución de prueba de HS-

21. 
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8.6. Gráfico de tendencias dosis respuesta observada en el ensayo de 

determinación de la inhibición de la producción de ROS a nivel intracelular: 

 

Figura A6. Tendencia dosis respuesta observada con los extractos y quercetina en el 

ensayo de inhibición de la producción de ROS a nivel intracelular. Las barras de error 

corresponden al error estándar. Letras distintas en las barras de los diferentes niveles 

de concentración de cada extracto indican diferencias estadísticamente significativas 

(p < 0,05). 
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8.7. Valores para las variables SCF e IAB empleadas para los análisis de 

correlación y PCA: 

Cuadro A5.  Valores de las variables SCF e IAB para cada extracto 

Extracto SCF IAB 

PEH-20 0,66 0,00 

PAH-20 4,18 0,00 

HH-20 7,75 0,32 

FL-20 24,06 0,22 

TH-20 0,65 0,00 

RH-20 2,24 0,00 

HL-21 11,10 0,27 

HH-21 13,95 0,42 

HS-21 7,24 0,20 
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8.8. Resultados de análisis PCA establecido mediante la selección de los tres 

componentes principales con mayor varianza: 

  A.     

                               B.        

Figura A7. Análisis PCA tridimensional para los diferentes parámetros evaluados en 

los extractos sujetos a estudio. A. Gráfico tridimensional de cargas factoriales (loadings 

plot) para las variables incluidas en el modelo. B. Gráfico tridimensional de 

puntuaciones factoriales (score plot) para los extractos. El porcentaje indicado en cada 

eje corresponde al aporte a la varianza del sistema de cada componente principal 

(PCA). 

 


