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RESUMEN

El presente trabajo experimental tuvo como objetivo principal determinar la actividad
antioxidante, el contenido de antocianinas y el efecto antiinflamatorio in vitro del fruto
Vaccinium floribundum kunth, originario del distrito de Querocoto, provincia de Chota,
region de Cajamarca. La actividad antioxidante se evalu6 utilizando el método del
radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), mientras que el contenido de
antocianinas se determiné mediante el método de pH diferencial. Para evaluar la
actividad antiinflamatoria, se utilizé el método de estabilizacion de la membrana del
eritrocito. Se encontré que el extracto hidroalcohdlico de Pushgay tiene una actividad
antioxidante expresado en |Cso = 397,7 pg/ ml equivalente a 0,14 mM/L de vitamina C.
En cuantoal contenido de antocianinas se encontr6 419,38 + 9,10 mg/100g del fruto. En
relacion con el efecto antiinflamatorio, del extracto del fruto de Vaccinium floribundum
kunth a una concentracion de 50 pg/ml, demostré tener un porcentaje de

estabilizacion de la membrana similar al de indometacina.

Palabras clave: Vaccinium floribundum, actividad antioxidante, antocianinas.
(DeCS/MeSH)

Vii


https://www.google.com/search?sxsrf=APwXEdeRI24DmakKOolS7xy7ym3EoK1UpA%3A1685921478920&q=%C2%BFC%C3%B3mo%2Bse%2Blee%2B%C2%B5g%3F&sa=X&ved=2ahUKEwiA3vr24qr_AhVOK7kGHSEmDIsQzmd6BAgcEAY

ABSTRACT

The main objective of this experimental work was to determine the antioxidant activity,the
anthocyanin content and the in vitro anti-inflammatory effect of the Vaccinium floribundum
Kunth fruit, native to the Querocoto district, Chota province, Cajamarca region. The
antioxidant activity was evaluated using the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) free
radical method, while the anthocyanin content was determined by the differential pH
method. To evaluate the anti-inflammatory activity, the erythrocyte membrane
stabilization method was used. It was found that the Pushgayhydroalcoholic extract has
an antioxidant activity expressed in IC50 = 397,7 ug/ml equivalent to 0,14 mM/L of vitamin
C. Regarding the anthocyanin content, 419,38 + 9,10 mg/100gwas found. of the fruit. In
relation to the anti-inflammatory effect, the extract of the fruitof Vaccinium floribundum
kunth at a concentration of 50 yg/ml, demonstrated to havea percentage of membrane

stabilization similar to that of indomethacin.

Keywords: Vaccinium floribundum, antioxidant activity, anthocyanins. (DeCS/MeSH)
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B INTRODUCCION

Actualmente se ha incrementado la mortalidad en nuestro pais debido a distintas
patologias, las cuales son por causa del estrés oxidativo. El declive celular es una de
las patologias caracterizada por tratarse de un descenso constante de las funciones
fisioldgicas provocando la muerte, tras ello es considerado un instrumento favorable
para identificar las diversas patologias ya que es necesario la intervencion de los
antioxidantes, debido a que estos pueden aplazar el proceso de estrés oxidativo.'?
Respecto al estrés oxidativo, este es un proceso consecuente a una enfermedad.

En la actualidad, hemos observado un aumento en la tasa de mortalidad en nuestro
pais debido a diversas enfermedades que se originan a partir del estrés oxidativo.
Una de estas enfermedades es el declive celular que se caracteriza por la disminucion
progresiva de las funciones fisiolégicas, lo que eventualmente lleva a la muerte. Sin
embargo, el declive celular también puede ser util para identificar diferentes
patologias, ya que la intervencién de antioxidantes resulta necesaria, ya que pueden
retrasar el proceso de estrés oxidativo,'? este es un proceso que se produce como

resultado de una enfermedad.

Existen diversos alimentos que ayudan a prevenir cierto tipo de enfermedades,
contribuyen a la mejora de la condicion de la salud o que tienen algun efecto protector
para el organismo, a estos se le conoce como alimentos funcionales. Los alimentos
funcionales poseen capacidad antioxidante, este término se define como la medida

de los moles de R.L que son captados por una solucion de prueba especifica.?

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se informa que enfermedades
cardiovasculares, respiratorias, cancer y diabetes afectan a 40 millones de personas
en todo el mundo, y son las principales causas de muerte.* En el Peru, se utiliza el
ENDES, una herramienta que proporciona estadisticas relacionadas con estas
enfermedades (hipertensién arterial, diabetes, sobrepeso, obesidad) y otros aspectos.
Segun el ultimo informe del ENDES en 2021 se observa un aumento en la incidencia

de estas patologias en la region costera del pais.®



Es por ello que las instituciones encargadas del ambito de la salud, en diferentes
paises, implementan medidas de prevencidén para menguar las estadisticas y
mantener informada a su poblacion sobre cédmo resguardar su salud. Una de las
estrategias de prevencién es la realizacién de campafas de atencion integral de la
salud, donde se consideran las diferentes especialidades y pues por su parte el area
de nutricidn se encarga de educar a la poblacién con el fin que ésta modifique su estilo
de vida. De esta manera se trata de concientizar sobre la problematica que existe a

nivel mundial.b’

En el Peru se encuentran diversas variedades de frutas nativas y las cuales requieren
ser estudiadas, para describir sus beneficios y su aprovechamiento.? El Pushgay o
también Vaccinium floribundum kunth, es un fruto cuyo crecimiento se da en terrenos
de altura y friaje, los cuales podemos encontrar en Cajamarca en sus provincias de
Bambamarca, Cajabamba, Chota, Celendin y San Marcos, asimismo en paises como
Ecuador donde es conocido como Mortifio y en Colombia donde toma el nombre de

Agraz.®

Por ello, el interés de la presente investigaciéon se debe a que el Pushgay no es
conocido tanto en nivel local, nacional asimismo es poco consumido por la poblacién
cajamarquina , se tiene como fin conocer sobre las particularidades del Vaccinium
floribundum kunth “Pushgay” (cantidad de actividad antioxidante, antocianinas y
efecto antiinflamatorio) y poder plantearlo como una alternativa tanto como de
prevencion o tratamiento a las enfermedades que han ido posicionandose en el

tiempo, del mismo modo incentivar a realizar productos con el fruto.

Por lo expuesto, el problema que se planted es el siguiente: ¢ Cual es la actividad
antioxidante y contenido de antocianinas del Pushgay? y ¢Presentara efecto

antiinflamatorio in vitro el fruto de Vaccinium floribundum kunth “Pushgay”?

El presente estudio se justifica, en que en los ultimos afnos la misma situacion
ocasionada por la pandemia ha provocado que la intenciéon por modificar los habitos
de alimentacién de algunas personas, haya incrementado, pues debido a esta y la
repercusion que tuvo a nivel mundial, las personas empezaron a tener interés sobre

cierto grupo de alimentos que tienen la propiedad de mejorar el sistema inmune. El
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Pushgay proviene de la familia de arandano, el cual al dia de hoy es reconocido por
otorgar beneficios en la salud, sin embargo, este fruto es poco conocido en
comparacion a los similares de su especie, es por ello que mediante el proyecto se
busca contribuir a la investigacién relacionada a este fruto y servir como referente

para futuros estudios.

El objetivo general es determinar la actividad antioxidante, contenido de antocianinas
y efecto antiinflamatorio in vitro del fruto de Vaccinium floribundum kunth “pushgay”.
Ademas, se han establecido objetivos especificos para cuantificar la actividad
antioxidante, contenido de antocianinas y demostrar el efecto antiinflamatorio
expresado en porcentaje de estabilidad de la membrana en glébulos rojos por parte

del Vaccinium floribundum kunth “pushgay”.

La hipotesis del proyecto es que este fruto tiene propiedades antioxidantes, contiene
antocianinas y presenta efecto antiinflamatorio. Este proyecto busca contribuir a la

investigacion sobre este fruto y servir como referencia para futuros estudios.

Il. MARCO TEORICO

Krishnaeswari et al'® en India evaluaron los fitoquimicos de las frutas de arandano de
los diferentes solventes, para estimar la cantidad total de fenoles y flavonoides de las
frutas de arandano y su efecto antioxidante in vitro por DPPH, superdxido y ensayo
de captacion de radicales de 6xido nitrico. Se aplicé el método: colorimétrico y el
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). Se encontré que los fenoles y flavonoides
hallados en el extracto etandlico de Vaccinium macrocarpon fue de 13,07 mg de
equivalentes de acido galico (GAE/g) y de quercetina (QE/g) 9,02 mg. Asimismo el
extracto etandlico de arandano registro la actividad de eliminacion de radicales DPPH
mas eficaz (81,4%), El ICso del extracto es de 61,1 pg/ml, 400 mg de extracto etandlico
de arandano registraron la actividad de eliminaciéon de radicales superéxido mas

eficaz.

Snezana et al'' en Servia realizaron un estudio para establecer la correlacion de la
composicidn quimica y la actividad antioxidante de los frutos del V. myrtillus de

Montenegro. Para la evaluacion del potencial antioxidante se realizé dos ensayos in
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vitro de 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y ferrix reducing antioxidant power (FRAP),
también se buscd determinar los contenidos de fenoles totales, procianidinas vy
antocianinas, este procedimiento se realizé bajo el método espectrofotométrico. Se
revelaron que los extractos en estudio tenian una cantidad importante de
componentes fendlicos, asi como también minerales y que de estos depende su

actividad antioxidante, la cual fue significativamente alta.

Bernal et al'?> en México estudiaron fenoles, flavonoides, antocianinas, actividad
antioxidante y antimicrobiana de extractos metandlicos de Vaccinium stenophyllum.
Se aplico el método de espectrometria UV-Visible y acido clorogénico por
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC). Se encontré en el extracto de
Vaccinium stenophyllum totalmente inmaduro, la cantidad de fenoles totales de
19,153 £ 0,175 mg equivalente de acido galico (GAE/g PS), asi como también acido
clorogénico (20,867 + 0,240 mg CAE/g PS). Para la determinacion de la actividad
antioxidante se utilizaron los métodos DPPH y ABTS, obteniendose como resultado
146,580 + 6,466 uM Trolox equivalente (TE)/g peso seco (PS) y 196.761 £ 0.641 uyM
TE/g PS), respectivamente. En el extracto maduro se obtuvo 0,141 £ 0,004 mg CGE/g
PS de antocianinas totales y 19,230 £ 0,309 mg CGE/g PS de cianidina - 3- glucésido.

Asimismo, Sanchez et al'® en Perl compararon la actividad anti hemolitica y
antioxidante in vitro entre V. floribundum'y V. corymbosum . Para esta investigacion
se utilizé el método 2,2'- azobis-(2-amidinopropano) - dihidroclorhidrico (AAPH). Se
evidenci6é que los ardandanos tienen una mayor actividad anti hemolitica (27,3%), en
comparacion con el Pushgay (23,78%). En cuanto a la actividad antioxidante se
determiné que el extracto etandlico del Pushgay presentaba un 74,23% de capacidad
atrapadora de radicales libres frente a un 88,37% perteneciente a la muestra de

arandanos.

Rojas et al'* en Chachapoyas se dispusieron a investigar la capacidad antioxidante,
contenido fendlico total y compuestos fendlicos de la pulpa y bagazo de cuatro bayas
peruanas, dentro de las cuales estuvo el Vaccinium floribundum kunth. Los métodos
2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) y DPPH se usaron para la

actividad antioxidante. Se evidencié que la actividad antioxidante del Vaccinium
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floribundum kunth obtenidos bajo el método DPPH fueron inferiores en comparacion

a los del sauco y la mora, de igual manera sucedio bajo el método ABTS.

Barut et al'® en Turkia investigaron el contenido total de fenoles, antocianinas y
flavonoides y las propiedades biolégicas del extracto de etanol (EE), extracto de
metanol (ME) y extracto acuoso (AE) de Vaccinium arctostaphylos L. Se aplico el
método del reactivo de Folin-Ciocalteu, pH diferencial, y el 2,2-difenil-1-picril hidrazilo
(DPPH). Se encontré que el extracto de etanol con el fruto posee mayor cantidad de
fenoles siendo 44,42 + 1,22 mg de equivalente de acido galico (GAE/g PS), 8,46 £
0.49 mg equivalentes de cianidina-3-glucosido(CGE/g PS) y 9,22 + 0,92 mg
equivalentes de quercetina (QE/g PS). Asimismo se constato que el extracto de etanol
de Vaccinium arctostaphylos L en una dosis de 100 y 300 mg/kg ocasiond la

disminucion de edema inducido por formalina en roedores.

El V. floribundum kunth es un arbol pequefio, mide aproximadamente 2.5 m, sus
frutos son bayas esféricas, tiene un ancho de 5 a 8 mm exhiben una tonalidad azul
oscuro, poseen una superficie suave y, en algunos casos, presentan una apariencia
ligeramente azulada. Ademas, se difunde de forma natural debido a que es una planta
silvestre la cual puede crecer por medio de semillas y propagacion in vitro. Es
nombrado como Pushgay, también uva de monte, uva del campo o uvitas, asimismo
pirgay, arandano andino o pichincho. El fruto Vaccinium floribundum kunth “Pushgay”
pertenece al género Vaccinium y abarca de 400 a 450 especies en todo el mundo.
En Peru se encuentran 22 géneros y 132 especies. El Vaccinium floribundum es un
fruto oriundo de nuestro pais, Colombia, Venezuela y Ecuador y crece a una altitud
de 1400 hasta 3500 msnm en paramos o zonas humedas. Ademas, se ha reconocido
Su presencia en ciertas provincias ya mencionadas del departamento de Cajamarca.
Se encontré 6 tipos de pushgay tales como: negro grande, colorado grande, menudo,
blanco y denominado mio mio el cual es no comestible por lo que es toxico al ser
consumido por personas o animales ya que produce intoxicacién y hasta la muerte en
animales por su elevado contenido de cianuro. Segun su taxonomia pertenece al reino
Plantae, clase Magnoliopsida, al orden: Ericales, a la familia: Ericaceae, género:

Vaccinium, especie: floribundum, nombre cientifico: Vaccinium floribundum kunth.6-
17



El V. floribundum kunth posee antocianinas, proantocianidinas, flavonoides como la
quercetina, acido galico, vitamina C, también actividad antioxidante, efecto

antiinflamatorio los cuales tienen efectos benéficos para la salud.8.19:20

En cuanto a las antocianinas,son los pigmentos responsables de proporcionar
tonalidades rojas, azules o purpura en la mayoria de las frutas ; su color esta sujeto a
varios factores tales como sustituyentes quimicos y la posicién en el grupo flavilio;
asimismo son derivados de los compuestos fendlicos denominados flavonoides,'” se
hallan en los cloroplastos, tanto en la piel como la parte interna de las frutas,y se
encargan de conservar los tejidos vegetales de la saturacion de luz y del dano
oxidativo.?! Las antocianinas son glucésidos de las antocianidinas, compuesta por 1
molécula de antocianidina que es la aglicona, su estructura de esta es el 2-
fenilbenzopirilio,el cual esta conformado de un grupo benzopirilio y un anién fendlico.??
Las antocianinas poseen efectos benéficos en el organismo gracias a su funcién
antioxidante ,dentro de los mas relevantes y encargadas de darle esa propiedad son:
delfinidina, cianidina, malvidina.?® En la investigacion realizada por Llimpe,con el fin
de estudiar los componentes del pushgay durante la maduracion, se encontré que la

antocianina presente en este fruto es la cianidina.?’

En relacion al proceso inflamatorio, se sabe sobre este que es normal cuando se da
por el dafio en un tejido, al ocasionarse esto se produce una respuesta por parte de
glébulos blancos, los cuales se encargan de reparar el dafio en el tejido. Cuando el
proceso inflamatorio inicia sin necesidad de una lesidon y no tiene fin, pasa a llamarse
proceso inflamatorio cronico. Este se puede dar por diferentes factores como
infecciones o0 estados como la obesidad. Si este proceso dura mucho tiempo puede

llegar a ocasionar cambios a nivel de genético y conllevar al cancer.?*



En este y en los diversos tipos de cancer, las especies reactivas de oxigeno
intervienen en el deterioro del ADN ya que origina el dafio a la informaciéon que da
origen a las biomoléculas, asimismo la formacion de bases nitrogenadas hidroxilada
del acido desoxirribonucleico lo cual es crucial en la carcinogénesis. Ademas, se
modifica la proteincinasa quien se encarga de modular el momento en el cual se de
iniciar o suspender su division, al estar alterado no suspenden su division y se
generaran tumores.?® Entre los diversos tipos de cancer, el segundo mas letal es
considerado el de prostata. A partir de ello, se realizan investigaciones con el fin de
encontrar medidas en el tratamiento para esta enfermedad, algunas de las
investigaciones realizadas destacan la importancia compuestos como la cianidina-3-
0-glucosido, la cual es considerada una antocianina, que tiene propiedades anti

neoplasias prostaticas.?®

En un estudio del V. corymbosum |. se consideré como antiinflamatorio por poseer

antocianinas ya que este es un agente antiinflamatorio natural. Se comparé el acido
5-aminosalicilico y una porcidn de antocianinas del arandano para determinar la
accion antiinflamatoria, ambas reducen la infiltracion de leucocitos e incrementa las

defensas antioxidantes en el colon.?”

Ademas en el arandano azul se encontraron flavonoides, acido cafeoilquinico y
glucdsidos de quercetina , los dos ultimos mostraron tener un efecto hipoglucemiante
al estimular la expresion GLUT-2 y receptor activado por proliferador de peroxisomas-
v (PPAR).?° Del mismo modo se encontroé acido ursdlico en concentracion elevada enla
cascara del arandano americano, segun se investigd en un estudio de disefio
experimental en humanos y en animales se comprob6 que mencionado compuesto y
otros triterpenos tienen funcidn hepatoprotectora, antitumoral, antimicrobiana,

anticariogénica , antiulcerosa y antihiperlipidémica.?®



El jugo de arandano en un estudio in vitro se demostro que anuld la expresion de
colageno |, Actina alfa del musculo liso(a-SMA) y vimentina y favorecio a la E-
cadherina lo cual esta vinculado con la eficacia antiinflamatoria, también podria
disminuir expresiones de la proteina fibrética modulada por factor de crecimiento
transformador-beta1 lo que significa que puede prevenir y mitigar la fibrosis pulmonar

idiopatica una enfermedad crénica mortal.3°

Las bayas proporcionan compuestos bioactivos provechosos para la salud, dentro de
ellos se encuentran el género V. myrtillus, V. macrocarpon, V. corymbosum y V. vitis-

idaea, este ultimo es conocido como arandano rojo, poco usual en la alimentacién

humana pero es el que contiene cantidades significativas de antioxidantes, asimismo
se comprobd su efecto antiinflamatorio y anticancerigeno. El V. vitis - idaea se
relaciona con la prevencion y tratamiento del declive cerebral y trastornos
neurodegenerativos. Ademas, dicho fruto evita la inflamacion de bajo grado y

obesidad asociada por la dieta de animales diabéticos.?’

Ill. METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio de investigacion
3.1.1 Tipo de investigacion

Es de tipo basica, segun la secuencia de estudio es transeccional, de nivel explicativo,
porque pretende explicar la relacion causa efecto entre las variables y de enfoque

cuantitativo.

3.1.2 Diseio de la investigacion

Experimental 32
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Rs X3 O3

RG: Grupo de estudio en diluciones (Vaccinium floribundum kunth)

X1 - Xs: Extracto etandlico de V. floribundum kunth al 80%.

0O1: Observacion de actividad antioxidante.

0O2:* Observacioén de contenido de antocianinas.

O3 : Observacion de efecto antiinflamatorio.

*En el contenido de antocianinas el estudio es descriptivo.
3.2 Variables y operacionalizaciéon

Variables: dependientes

o Actividad antioxidante

Definicion Conceptual: Capacidad de prevenir o detener la oxidacion de otras

moléculas.3?

Definicién Operacional: Se procedido mediante el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH).34

Indicadores: La concentracion inhibitoria del extracto hidroalcohdlico para disminuir
el 50% del radical DPPH, ICso pug/ml.

Escala de Medicion: Cuantitativa de razoén.

o Antocianinas

Definicion Conceptual: Pigmentos naturales que se encuentran en las plantas,
dandole una tonalidad (roja, azul o violacea) caracteristica.3® Controlan la diabetes y

tienen propiedades antineoplasicas. 3¢

Definicién Operacional: Se realizé por el método pH diferencial.33



Indicadores: mg/100g

Escala de Medicion: Cuantitativa de razon.

o Efecto antiinflamatorio

Definicién Conceptual: Proceso de reduccién de la inflamacion de tejidos.3”

Definicion Operacional: Se determind mediante el modelo de estabilizacién de la

membrana del eritrocito,3® técnica desarrollada por Shinde et al.3°
Indicadores: % de estabilizacién de la membrana.

Escala de Medicion: Cuantitativa de razon.

3.3 Poblacién, Muestra y Muestreo

Poblacion: Compuesta por el fruto V. floribundum kunth, en estado de maduracién
adecuado para el consumo, recolectado en Pagaibamba (bosque protegido) del
distrito de Querocoto, el cual pertenece a la provincia de Chota, regién de Cajamarca
y ubicado a una altitud de 3205 m.s.n.m, latitud de 6°24°26,61” S y longitud de
79°4’47.0970. (Anexo 41)
Criterios de Inclusién:

o Fruto V. floribundum kunth con caracteristicas organolépticas aceptables

(tonalidad, textura), en escala de maduracion 4 o 5, color azulado.

Criterios de Exclusién:

o Fruto V. floribundum kunth con magulladuras, maltratados.

o Fruto V. floribundum kunth sin madurez alcanzada.
Muestra

Se recolectd 162g del fruto V. floribundum kunth del Bosque de Pagaibamba, distrito

de Querocoto, region de Cajamarca, durante el mes de febrero,. (Anexo 36,37,38)
Muestreo

Muestreo no probabilistico
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3.4. Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos

Técnica: observacion

Para la determinacion de la actividad antioxidante se us6é el método 2,2- difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH),3* las antocianinas se cuantificaron a través método pH diferencial
33 y el efecto antiinflamatorio a través del método de estabilizacién de la membrana del

eritrocito.38

En la toma se utilizo el espectrofotometro Kyntel KV 1200,4° el cual sirvié para evaluar

la actividad antioxidante y antocianinas.

Los datos procedentes del procedimiento para determinar el efecto antiinflamatorio se

registraron en una ficha.

3.5. Procedimientos

Clasificacion taxondomica de Vaccinium floribundum kunth

El proceso de clasificacién taxonémica se realizdé en el Herbarium Truxillense de la

Universidad Nacional de Trujillo. (Anexo 39)

Recoleccion de la Muestra
o 162g del fruto Vaccinium floribundum kunth recolectados en el Bosque de

Proteccion de Pagaibamba del distrito de Querocoto, Cajamarca.

Preparacién de la Muestra

o Teniendo el fruto Vaccinium floribundum kunth, fue trasladado al laboratorio de
Biologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Cesar Vallejo,
donde se realizaron los siguientes procedimientos:

o Primero se seleccioné el fruto con caracteristicas organolépticas aceptables
(color y textura) (Anexo 1), luego se procedio a desinfectar con una solucion
de NaClO al 1%. (Anexo 2)

¢ Una vez enjuagado y secado, se pesoé nuevamente el fruto teniendo como
resultado 147,436g. (Anexo 3)
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Preparacién del extracto hidroalcohdlico del fruto fresco
Vaccinium floribundum kunth

Para la preparacion del extracto hidroalcohdlico se selecciono6 73,7g de Pushay.
(Anexo 4).

Seguidamente se prepard 146 ml de etanol al 80% (Anexo 5). Para la preparacion del
etanol al 80% se uso6 121,6 ml de alcohol de 96° y 24,3 ml de agua destilada. Una vez
realizado esto, se colocé el fruto junto con el etanol y se procedié a triturarlo con la

ayuda de un pilon. (Anexo 6)

Luego de haber realizado el triturado, se coloco el extracto en un frasco ambar, con

el fin de macerar durante 7 dias. 44! (Anexo 7)

Pasado los 7 dias, mediante el uso de papel filtro 40 x 50, se realiz6 el filtrado del
extracto, obteniéndose 93 ml de extracto de hidroalcohdlico filtrado, el cual se
almaceno6 en un frasco ambar para luego ser utilizado en los procedimientos de

determinacién de actividad antioxidante y contenido de antocianinas.( Anexo 8)

Preparacion del extracto hidroalcohdlico del fruto seco Vaccinium floribundum
kunth?®’

Para la preparacién de este extracto se us6 73,7g de Pushgay, el cual se llevo a secar
en una estufa a 38°C. Después del secado, se llevé a pesar y se obtuvo 11,7g de
fruto. Luego del pesado, se procedid a triturar en un mortero el fruto seco hasta
obtener un grano fino, el cual tuvo un peso de 11,5g.

Seguidamente se preparé 69,45 ml de etanol al 80%, usando 57,8 ml de alcohol de
96° y 11,5 ml de agua destilada. Una vez realizada la solucién etandlica, se mezclo
con el grano fino de Pushgay, asimismo se colocd en un frasco ambar y se llevé a
maceracion durante 7 dias. Después de la maceracion se pasé a filtrar el extracto
hidroalcohdlico, asimismo se midié el volumen obteniendo la cantidad de 35 ml, la

solucidn se utilizé para determinar el efecto antiinflamatorio.

Determinacion de Sélidos Solubles
Se determiné a partir del extracto concentrado del fruto “Pushgay”, mediante un
refractometro digital. El procedimiento fue el siguiente:

Primero se calibro el refractometro mediante agua destilada y una vez calibrado se
12



agrego unas gotas del extracto de Pushgay. Se realiz6 dos mediciones, tanto para el
extracto hidroalcohdlico fresco, asi como para el extracto hidroalcohdlico seco, los
resultados fueron de 17,3° y 23,9°. Dichos datos fueron usados para la realizacion de

las soluciones madre de los respectivos extractos anteriormente mencionados.

Determinacion de la actividad antioxidante 42

Se uso el método 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (Merck, Sigma Aldrich, Alemania)
(DPPH). Como primera accion se realizo una solucion de DPPH al 0,3 mM, para ello
se usé 0,006g de DPPH y se diluyé en 50 ml de etanol al 80% (Anexo 10).
Seguidamente se prepard una solucién madre del extracto etandlico de Pushgay,
disolviendo 0,86ml de extracto en 100 ml de etanol al 80%. Una vez realizado la
solucion madre (Anexo 11), a partir de esta, se procedié a preparar una bateria de

soluciones de diferentes concentraciones (Anexo 12)

Concentracion  25ug/ml 50ug/ml 75ug/ml - 150pg/ml  300upg/ml  450ug/mi

es

Solucién madre 0,167 0,33 ml 0,5ml Tml 2ml 3
del extracto
hidroalcohdlico  107ML
de

V.floribundum

kunth (ml)

Etanol al 80% 9,833 9,670 9,5 9 8 7

Total 10 10 10 10 10 10

De cada tubo de ensayo, que compone la bateria de soluciones se extrajo 1 ml y se
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mezclé con 0,5 ml de solucion de DPPH al 0,3 mM (Anexo 13). Una vez realizado
esto, se dej6 reaccionar durante media hora a temperatura ambiente (Anexo 14) .

Luego se llevé a medir absorbancias a una onda de 517 nm.(Anexo 15)

Adicional al procedimiento que ya se menciond, también se realizé una curva de
vitamina C para la expresion de la actividad antioxidante del extracto en equivalente

de vitamina C.

En primer lugar, se tomé 0,009 gr de vitamina C, la cual se diluyé en 100 ml de agua
destilada. Seguidamente se prepararon 4 patrones de vitamina C de concentraciones
de 0,01mM, 0,02mM, 0,05mM y 0,2mM:

Concentraciones 0,01mM 0,02 mM 0,05 mM 0,2mM
Vitamina C (ml) 2 4 10 40
Agua destilada (ml) 98 96 90 60
Total 100 100 100 100

Una vez realizado esto, se extrajo de 1ml de cada concentracion y se le agrego6 0.5
ml de la solucién de DPPH al 0,3 mM, anteriormente preparada. Se dejo reaccionar
media hora a temperatura ambiente y al finalizar se midié la absorbancia a una onda
de 517 nm.

La determinacion de la actividad antioxidante se realizé mediante la siguiente formula:
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Al — AF)

———)x 100

Actividad antioxidante (%) = ( )

Donde:

AF: Absorbancia de la mezcla de 1 ml de la muestra + 0,5 ml de DPPH.

Al: Absorbancia del blanco del reactivo a partir de la mezcla de 0,5 ml de DPPH + 1

ml de etanol.

Para la determinaciéon de la concentracion inhibitoria del ICso del extracto de fruto de
Vaccinium floribundum kunth se realizé una recta obtenida por el % de inhibicion del

DPPH versus la concentracion del extracto, utilizando la férmula:

50 — b
ICs0 =
m

Donde:

ICs0: Cantidad de la muestra para disminuir al 50% la concentracion de DPPH.
b: Intercepto de la linea de regresion.

m: Pendiente de la linea de regresion lineal.

Determinacion de contenido de antocianinas

Preparacién de buffer KCI 0,025M pH 1,0:

Se agreg6 0,186 g de cloruro de potasio y 98 ml de agua destilada, luego se corrigi6é

el pH con 0,1ml de HCI y por ultimo se diluyé en 100 ml de agua destilada.
Preparacioén de buffer pH 4,5 acetato sédico 0,4 M:

Se us6 3,289 de acetato sédico y 98 ml de agua destilada, se corrigié pH con 0,8 ml

de HCI y por ultimo se afor6é a 100 ml con agua destilada.
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Para la determinacion de antocianinas, se utilizé 89 ml del extracto filtrado de Pushgay
fresco(Anexo 16) el cual se coloco al bafio Maria a 80°C, (Anexo 17) durante 35

minutos. Finalizado el tiempo se obtuvieron 36 ml de extracto concentrado.(Anexo 18)

Seguidamente se extrajo 1 ml de extracto concentrado y se diluyé con agua destilada
(4 ml).

En tubos de ensayo se afadio 0,3 ml de la dilucion del extracto hidroalcohdlico y se
le agreg6 1,8 ml de buffer KCI 0,025M pH 1,0 por triplicado. (Anexo 19) De la misma
forma en otros 3 tubos de ensayo se homogeniza 0,3 ml del extracto hidroalcohdlico
diluido y 1,8 ml de buffer de acetato sédico pH 4,5. (Anexo 20). Como blanco para

ambos buffer se usé una solucion de etanol al 80% (1ml) y agua destilada (4ml).

Seguidamente se pasoé las soluciones en un espectrofotdmetro Kyntel Modelo KV
1200, finalmente se midi6 las absorbancias a una de onda de 520 y 700 nm en los
buffer pH 1y pH 4,5.

Finalmente se usé la siguiente formula. 43
A = (As20- A700) pH 1.0 - (A520 - A700) pH 4.5 (Ecuacion 1)
A * PM «FD 1000

CAT (mg cianidina — 3 — glucosido/L) = (Ecuacién 2)

&+l

Donde:

A: Cambio de absorbancia.

CAT: Contenido de antocianinas totales.(mg/L)

PM : Masa molecular para cianidina - 3 - glucésido (449.2g/mol)

FD: Factor de dilucion (35)

&. Coeficiente de extincidon molar para cianidina - 3 - glucésido (26900 L/mol)

I: Camino optico de celda (1 cm).
16



Determinacion del efecto antiinflamatorio 44

Para realizar la actividad, se recolect6 6,8ml de sangre humana en 2 tubos de
sangre, los cuales a su vez contenian citrato de sodio (Anexo 24). La sangre
recolectada se mezclé con un volumen igual (6,8ml) de solucién de Alsever
(400 ml de NaCl al 0,42%, 8 gr de dextrosa al 2%, 3,2g de citrato de sodio al
0,8% y 0,429 de acido citrico al 0,05%).

Luego, se llevo la sangre a centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos y el paquete
globular se lavé tres veces con una solucidn fisioldgica isosalina (2ml)(0,9%
pH 7,2). (Anexo 25, 26, 27)

Posteriormente se midié el volumen de sangre que quedé tras el lavado (3ml)
y se completd con solucion isosalina fisiolégica (27 ml), para formar una
solucion de hematies al 10%.

En un tubo se realizé la mezcla de reaccion con 0,5 ml de la soluciéon de
hematies al 10% v/v , mas 1 ml de buffer fosfato pH 7,4 ( 0,12g de KH2POg4,
0,72g de Na2HPO4, 0,10g de KCl aforado a 500 ml con NaCl al 0,9 % ), (Anexo
28) mas 1 ml de solucion hipoténica 0,3 % P/V (66,7 ml NaCl + 133,3 ml H20)
A la mezcla expuesta en el punto anterior, se le agregd 1 ml del extracto
hidroalcohdlico filtrado de pushgay seco de concentraciones 50ug, 100ug,
200ug, las que se prepararon de la siguiente manera: se diluyé 0,41 ml del
extracto filtrado de Pushgay seco en 100 ml de solucién isosalina fisioldgica,
constituyendo el extracto madre. Posteriormente se realizé una bateria de

soluciones de diferentes concentraciones:

Concentracion de la 50pg/ml 100ug/ml 200pg/ml
solucion

Extracto madre del 0,5ml Tml 2 ml
extracto

hidroalcohdlico de
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Vaccinium
floribundum kunth

Solucion isosalina 9,5 ml Oml 8 ml
fisiologica
Total 10 ml 10 ml 10ml

Luego para el control negativo se usé en un tubo la mezcla de reaccion y 1 mi
de solucion isosalina en lugar del extracto.

Para el control farmacologico se uso la mezcla de reaccidon y 1ml de
indometacina preparada con solucién salina isoténica a una concentracion de
100 pg/ml (0,010 gr de indometacina aforada a 100ml). (Anexo 30,31)
Después se paso a incubar todos los tubos a 54 °C por 25 minutos para inducir
la lisis de los globulos rojos.(Anexo 32, 33)

Posteriormente se centrifugé a 2500 rpm por 5 minutos (Anexo 34) y se
procedio a medir las absorbancia de los sobrenadantes (Anexo 35) en el
espectrofotometro a 560 nm para calcular el contenido de hemoglobina, el cual
se usa como indicativo de grado de hemdlisis.

Se realizaron ensayos tres veces.

Para hallar el porcentaje de hemdlisis sobre los eritrocitos se usara la siguiente

férmula:

Absorbancia de la muestra
( - ) * 100
Absorbancia del control

% de hemdlisis =

Para calcular el porcentaje de estabilizacién de la membrana se aplicara la

siguiente férmula:

Absorbancia de la muestra

Porcentaje de estabilizaciéon = 100 — ( * 100)

Absorbancia del control
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3.6 Métodos de analisis de datos

Al tener los resultados, se pas6 analizar los datos de acuerdo con la estadistica
descriptiva, los promedios, desviacién estandar, tablas y graficas respectivas se
efectuaran a través del programa Microsoft Office Excel 2019 e IBM SPSS Statistics.
En relacién a la estadistica inferencial se hizo uso de ANOVA Y POST-HOC para

determinar la significancia en cuanto al efecto antiinflamatorio.

3.7 Aspectos éticos

La investigacion se realizé en conformidad con los principios establecidos y las
normas de ética planteadas por la Universidad y por la Escuela Profesional de
Nutricion correspondiente. La informacion utilizada en la presente investigacion fue
citada en Vancouver. Asimismo, se tuvo en cuenta la Ley Forestal y de Fauna
Silvestre 45 (N°29763) mediante la cual se le otorga el derecho a la persona a tener
utilizacién consciente del patrimonio forestal y de fauna silvestre, de modo que para
realizar las actividades de recoleccion del fruto se gestionara la autorizacion
correspondiente con el Servicio Nacional de Areas Naturales Protegidas por el Estado
(SERNANP).

Los principios 46 que se consideraran en el proceso de la investigacion permitiran
salvaguardar la integridad del medio ambiente, la veracidad y autenticidad del proceso
y los resultados; y el asumir las consecuencias que se puedan desencadenar tras el

proceso de investigacion.

Lo descrito anteriormente corresponde a los principios: proteccién al medio ambiente
y la biodiversidad, el respeto por la propiedad intelectual, la probidad y la

responsabilidad, respectivamente.
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IV. RESULTADOS

Tabla 1: Actividad antioxidante en extracto de Vaccinium floribundum kunth
segun el método DPPH expresado en vitamina C

Muestra Ecuacion de la ICs0 del ICs0 expresado
recta de la extracto de en vitamina C
capacidad pushgay
antioxidante (ng/ml)
(DPPH)
Extracto Y=0,0916x+13.564 397, 7ug/ml 0,14mM/L =24.
hidroalcohdlico  de
Vaccinium 66ug/ml

floribundum kunth

Fuente: Elaboracién propia

La tabla 1 muestra la actividad antioxidante del extracto de Vaccinium floribundum
kunth sobre el DPPH 0,3m M. EI 1Cs0 obtenido del extracto fue de 397,7 ug/ml, el cuala

su vez es equivalente a 0,14mM/L o 24.66 pg/ml de vitamina C.
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Tabla 2: Contenido de Antocianinas expresados en mg/100g de muestra

Vaccinium floribundum kunth segun el método PH Diferencial.

Extracto hidroalcohdlico de Contenido de antocianinas
Vaccinium floribundum kunth
“pushgay” mg/100g de muestra
1 409
2 423,16
3 425,99
Promedio 419,38
Desviacion estandar 9,10

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 2 nos indica que el contenido de antocianinas totales del Vaccinium

floribundum kunth en extracto es 419,38+ 9,10 mg/100g de muestra.
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Tabla 3: Efecto antiinflamatorio expresado en promedio y desviacion estandar de
estabilizacion de membrana por las soluciones de extracto de V. floribundum kunth,

control positivo (indometacina) y control negativo.

Promedio del
porcentaje de

estabilizacién Desviacion
Soluciones N de membrana Estandar Significancia
Concentracién 50 3 34,3333 15,30272 0,006*
ug/mL
Concentracion 3 33,9333 2,50267
100 ug/mL
Concentracion 3 29,2333 7,67420
200 ug/mL
Control Positivo 3 28,1667 6,04759
(Indometacina)
Control Negativo 3 3,6667 3,17543

Fuente:Elaboracion propia
*p<0,05 significativo; Prueba ANOVA

Control negativo: Compuesto por 0.5 ml de la solucién de hematies al 10% v/v , 1 ml de buffer fosfato pH 7.4 ,1 ml de solucién

hipoténica 0,3 % P/V y solucién isosalina.

La tabla 3 nos indica los promedios, desviacion estandar y la significancia decada
solucion utilizada para la determinacion del % de estabilizacion de la membrana.
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Tabla 4: Prueba POST-HOC del efecto antiinflamatorio de las soluciones del extracto

de V. floribundum kunth, control positivo (Indometacina) y control negativo, expresado

en % de estabilizacion de la membrana.

COMPARACIONES MULTIPLES

GRUPOS GRUPOS Sig.
Tukey Concentracion 50 ug/mL Concentracion 100 ug/mL 1,000
Concentracion 200 ug/mL 0,939
Control Positivo 0,888
(Indometacina)
Control Negativo 0,008
Concentracion 100 ug/mL Concentracion 50 ug/mL 1,000
Concentracion 200 ug/mL 0,954
Control Positivo 0,909
(Indometacina)
Control Negativo 0,008
Concentracion 200 ug/mL Concentracion 50 ug/mL 0,939
Concentracion 100 ug/mL 0,954
Control Positivo 1,000
(Indometacina)
Control Negativo 0,024
Control Positivo Concentracion 50 ug/mL 0,888
(Indometacina)
Concentracion 100 ug/mL 0,909
Concentracion 200 ug/mL 1,000
Control Negativo 0,031
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Control Negativo Concentracion 50 ug/mL 0,008

Concentracion 100 ug/mL 0,008
Concentracion 200 ug/mL 0,024
Control Positivo 0,031

(Indometacina)

Sig: Significancia, *p<0.05 existe diferencia significativa

La tabla 4 muestra la comparacién entre cada grupo para verificar el nivel de

significancia en el porcentaje de estabilizacion de la membrana.

DISCUSION

El Vaccinium floribundum kunth es un fruto proveniente del distrito Querocoto
del departamento de Cajamarca, que contiene vitaminas y minerales como
vitamina B, calcio, fésforo, magnesio asi como también compuestos como las
antocianinas , algunas de las que se encuentran presente son la cianidina,

delfinidina, peonidina.*’

El valor obtenido para la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico
Vaccinium floribundum kunth fue de 397,7 ug/ml equivalente a 0,14mM/L de
Vitamina C 6 24,66 ug de vitamina C /mL. En otros estudios esta actividad
antioxidante es expresada equivalentemente en otros antioxidantes diferentes
a Vitamina C, asi por ejemplo se tiene el antecedente de Baenas et al,"® en el
que la actividad antioxidante fue de 85,1 + 27 umol Trolox g-' peso seco(DS).

También se encuentra la diferencia en el solvente (metanol) usado.

Los compuestos bioactivos encontrados en el Vaccinium floribundum kunth,
como la delfinidina, quercetina y cianidina, son responsables de la actividad

antioxidante presente en este fruto.*’
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Respecto a las antocianinas, se obtuvo 419,38+ 9,10 mg/ 100g de muestra. Sin
embargo durante la busqueda de autores que realizaron el mismo
procedimiento se encontro a Llivisaca et al, 2° quien usé la muestra del mismo
fruto pero liofilizado en la que se obtuvo 1095,39 £ 19,18 mg/100g; y como es
de esperarse a través de este tipo de muestra se obtiene mayor contenido de
antocianinas.El método de liofilizacién, asegura la conservacidn del contenido
de antocianinas al no estar expuestas al calor, ya que se tiene entendido que
las antocianinas son compuestos sensibles y el solo exponerlas a temperaturas
elevadas implicaria la degradacion de su color y la disminucién significativa de
sus propiedades.®® De la misma forma, en el estudio de Cerrato et al,*° se
observé una variacion del diluyente, en este caso el autor utilizd6 metanol para
la realizacion de su extracto, determinado 14,5 + 1,9 mg/100g, observando una
mayor cantidad de antocianinas en el primer estudio. En otros estudios
realizados para determinar la propiedad mencionada, encontramos a Bayazid
et al,®® que usaron muestras liofilizadas en extracto etandlico al 70% ,sin
embargo el fruto estudiado fue una especie similar al Pushgay, Vaccinium
myrtillus L. Los resultados obtenidos en este estudio fueron de 5,364 mg/100
g cianidina-3-glucésido. En el proceso de determinar el efecto antiinflamatorio,
se llevaron a cabo 3 repeticiones. A partir de esto, se calcul6 el promedio de la
estabilizaciéon de la membrana para cada solucion con concentraciones
diferentes. Para confirmar los datos, se realizé un analisis ANOVA para
comparar el efecto antiinflamatorio de las soluciones del extracto de V.
floribundum Kunth, control positivo (Indometacina). La prueba POST-HOC,
indica que el efecto protector de la membrana proporcionado por las soluciones
con diferentes concentraciones del extracto de pushgay no diferia
significativamente del efecto del farmaco. Esto lleva a la conclusion de que el
extracto hidroalcohdélico de pushgay a una concentracion de 50ug/ml es

suficiente para estabilizar la membrana de manera similar que el farmaco.

El proceso de inflamacién ocurre en el cuerpo como respuesta a una lesién o
infeccion. Cuando se produce una lesion, se activa una cascada de eventos
fisiologicos. En primer lugar, los vasos sanguineos en la zona afectada se

dilatan, lo que incrementa el flujo sanguineo en direccion a la region especifica
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y provoca enrojecimiento y calor localizados. Esta dilatacion también permite
que los componentes sanguineos y las células del sistema inmunologico se
acerquen al sitio de la lesién. Simultaneamente, los vasos incrementan su
permeabilidad, lo que permite la salida de fluidos, proteinas y células
inmunoldgicas hacia los tejidos circundantes. Esta mayor permeabilidad
conduce a la acumulacion de liquido en la zona, causando hinchazon y
aumento de volumen local. Ciertas células inmunitarias, se movilizan hacia la
zona afectada. Estas células son responsables de la eliminacion de
microorganismos invasores, asi como la eliminacion de células dahadas o
muertas. A través de la fagocitosis, se destruyen los patogenos y el tejido

dafiado.%!

Durante la inflamacion también se liberan sustancias quimicas conocidas como
mediadores inflamatorios. Estos mediadores incluyen citoquinas, histaminas y
prostaglandinas, entre otros. Estas sustancias ayudan a regular y amplificar la

respuesta inflamatoria.5’

La indometacina es un farmaco que se encuentra dentro del grupo de
antiinflamatorios no esteroideos, su estructura muestra diferentes grupos
funcionales presentes en la indometacina. Incluye un anillo indol , un anillo
fenilo, un grupo carboxilo (-COOH) y cloruro (Cl) en el anillo fenilo y un grupo
metilo (CH3) en el anillo indol. Su efecto antiinflamatorio se justifica de la
siguiente manera, actua impidiendo a la ciclooxigenasa y a su vez atenua la
elaboracion de prostaglandinas, quienes se encargan de dar lugar al proceso

inflamatorio, al estar inhibidas disminuye la inflamacion.5253

Dentro de las antocianinas se encuentra la cianidina 3 glucésido la cual juega
un rol crucial en el efecto antiinflamatorio, esta realiza una inhibicion del NF-k3
conocido como el factor nuclear kappa 3, esta es una proteina localizada en el
citoplasma en una forma inactiva, el cual se activa en proceso de inflamacion
provocando degradacion de proteina inhibitoria Ik, a su vez se transloca al
nucleo de la célula, asimismo se une a secuencias denominadas respuesta kp3,
también interactua con otros factores de transcripcion y proteinas, lo que

genera un aumento de moléculas inflamatorias, al estar activada de forma
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excesiva contribuye a la inflamacion. La cianidina 3 glucésido y la quercetina,
el cual es un flavonol, ambos producen una inhibicidon de las enzimas
ciclooxigenasas la cual es el responsable de sintetizar prostaglandinas que
generan inflamacién, la intervencion de la antocianina es conservar la
integridad de la célula, especificamente estabilidad de la membrana del

eritrocito.54.55.56.57

Para evaluar la actividad antiinflamatoria, se empled una solucién hipoténica
que se caracteriza por tener una concentracion de solutos mas baja. Su funcién
principal fue inducir la ruptura de la membrana de los glébulos. Esta ruptura se
produce debido a que la solucion hipotdnica crea una gradiente osmaotica que
provoca el movimiento del agua hacia dentro de las células donde hay una
mayor cantidad de solutos. Este fendmeno explica el rompimiento de la
estructura externa de los glébulos rojos, especificamente de la membrana

plasmatica.%8

Las limitaciones que se presentaron durante nuestra investigacion fueron
diversas, pero en la que mas dificultad se present6 fue el conseguir la muestra,
esto debido a la lejania del lugar de procedencia, puesto que para lograr el
objetivo es necesario la coordinacién y programacién de un horario con los
encargados de cuidar el lugar donde crece el fruto, ademas de ello también se
tuvo dificultad al no encontrar disponible el Trolox para realizacion del proceso

de actividad antioxidante.
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VL.

CONCLUSIONES

La actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico Vaccinium floribundum kunth
fue de 397,7 ug/ml equivalente a 0,14mM/L deVitamina C para reducir en un 50%

(ICs0) la concentracién del radical DPPH.

El contenido de antocianinas del extracto hidroalcoholico al 80% de Vaccinium
floribundum kunth fue de 419,38+ 9,10 mg/100g de muestra.

Se demostré que el efecto antiinflamatorio se obtiene a la concentraciénde 50
pg/ml.

RECOMENDACIONES

Se sugiere a otros autores , la realizacion de mas estudios a partir de muestra
seca del fruto, debido a que otras investigaciones refieren mayor cantidad tanto
de antocianinas y actividad antioxidante encontrados en muestra liofilizada.
Ademas, se recomienda realizar investigaciones in vivo sobre el efecto
antiinflamatorio del Vaccinium floribundum kunth.

Se recomienda la realizacion productos a base del fruto Vaccinium floribundum
kunth asi como también los estudios de estos, de manera que la poblacion pueda
conocer mas sobre este fruto e incluirlo en su dieta.

Se recomienda usar otros solventes como el metanol para obtener unamejor
extraccion de los compuestos bioactivos necesarios para los procedimientos que

se han realizado.
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TABLAS

TABLA 1: OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

las plantas, dandole una
tonalidad (roja, azul o
violacea)
caracteristica.3®

Controla la diabetes y

Variables Definicion conceptual | Definicion operacional Indicadores Escala de medicién
Actividad antioxidante Capacidad de preveniro [ Se procedid mediante el | La concentraciéon | cuantitativa
detener la oxidacion de [ método 2,2-difenil-1- | inhibitoria del extracto | razén
otras moléculas. 33 picrilhidrazilo (DPPH).34 hidroalcohdlico  para
reducir el 50% del
radical DPPH, ICso
pug/mil.
Antocianinas Pigmentos naturales | Se realiz6 a través del mg/100g de muestra cuantitativa
que se encuentran en | método pH diferencial.®? razon
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tienen propiedades

antineoplasicas. 3¢

Efecto antiinflamatorio

Proceso de reduccion la

inflamacion de tejidos.?”

Se determiné mediante el
modelo de estabilidad de
la membrana del
eritrocito,38 técnica
desarrollada por Shinde et

al.’®

%Porcentaje

estabilizacion

de

cuantitativa

razon
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Ficha de Recoleccion de datos para Capacidad Antioxidante :

Capacidad antioxidante del extracto de Vaccinium floribundum kunth

Vaccinium Concentracion del Absorbancia % de Ecuacion de la
floribundum Kunth | extracto en pg/mL del extracto Inhibicion del | recta de la
DPPH 0,3 capacidad
mM antioxidante
1 450 0,478 53,5 Y=
0,0916x+13,564
2 300 0,595 42 1
3 150 0,727 29,3
4 75 0,822 20
5 50 0,830 19,3
6 25 0,968 5,8
Control 1,028
Capacidad antioxidante de Vitamina C
Vitamina C Concentracion de Absorbancia % de Inhibicién
vitamina C mM/L del DPPH 0,3
mM
1 0,01 0,1826 4,2
2 0,02 0,852 11,3
3 0,05 0,735 23,4
4 0,2 0,29 69,8
Control 1 0,96
Control 2 0,862
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Ficha de Recoleccion de datos para contenido de Antocianinas:

N° de onda Promedio Formula

Soluciones | N° 520 nm 700 nm 520 nm 700 nm | CAT mg cianidina - 3

repeticio glucésidoll) =

nes

2.82 * 44,.2 % 35 * 100

Extracto de | 1 2.858 Abs | 0,054 Abs | 2,948666667 | 0,041 26900 * 1
vaccinium
floribundum -, 2.988 Abs | 0,068 Abs
kunth ' ’
Buffer pH1

3 3 Abs 0,061 Abs
Extracto de | 1 0.144 Abs | 0,060 Abs | 0,129333333 | 0,046
vaccinium 3
ﬂﬁgfﬁfd“m 2 0.124 Abs | 0,041 Abs
Buffer pH
4.5 3 0.12 Abs 0,037 Abs

Ficha de Recoleccidon de datos para efecto antiinflamatorio:

Primera repeticion

Soluciones Concentracion de | Absorbanciade | % de hemolisis %Estabilizacion de la
la muestra ug/mL | la muestra membrana

1 50 0,228 104,1 -4.1

2 100 0,150 68,5 31,5

3 200 0,161 73,5 26,5

CF 100 0,172 78,5 21,5

CN 0 0,219 100 0
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Segunda repeticiéon

Soluciones Concentracion de |Absorbanciade |% de hemolisis %Estabilizacion de la
la muestra ug/mL  [la muestra membrana

1 50 0,177 80,8 19,2

2 100 0,139 63,5 36,5

3 200 0,168 76,7 23,3

CF 0 0,154 70,3 29,7

CN 0 0,207 94 52 5,5

Tercera repeticion

Soluciones Concentracion de | Absorbanciade | % de hemolisis %Estabilizacion de la
la muestra ug/mL | la muestra membrana

1 50 0,11 50,2 49,8

2 100 0,145 66,2 33,8

3 200 0,136 62,1 37,9

CF 0 0,146 66,7 33,3

CN 0 0,207 94,5 5,5
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GRAFICOS

Grafico 1 : Actividad antioxidante : Porcentaje de inhibicion del DPPH con la Vitamina C
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Grafico 2 : Actividad antioxidante: Porcentaje de inhibicion del DPPH con el Vaccinium
floribundum kunth
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Gréafico 3: Porcentaje de estabilizacion de la membrana del eritrocito
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ANEXOS

Anexo 1: Recoleccion del fruto de Vaccinium floribundum Kunth

Anexo 2: Seleccion del fruto Vaccinium floribundum kunth para la preparacion
del extracto hidroalcohélico
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Anexo 3: Desinfeccion de Vaccinium floribundum kunth

-~
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Anexo 5: Pesado de Vaccinium floribundum kunth

Anexo 6: Calculo para la preparacién de etanol al 80%

C1V1=C2V2
96 (V1) = 80 (146)ml
_ 80x146
96

V1 =121.6 ml (Alcohol)
V2 =243ml (H20)
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AneXxo 7: Trituracion de Vaccinium floribundum kunth en etanol al 80%

Anexo 8: Almacenamiento de Vaccinium floribundum kunth
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AneXxo 9: Filtrado del extracto hidroalcohdlico del Vaccinium floribundum
kunth

Anexo 10 : Calculo para determinar la cantidad a usar de DPPH

Cantidad para solucién de DPPH al 0.3 mM

394,32g DPPH =1 mol

_ w soluto
Psoluto x Vsoluto

0,3 x 103M =
PM x0,05L

w

0,3 x 103M =
394,32 x 0,05L

0,3 x 10%x 394,32g x 0,05L =w
0,0059148g=w

0,006g =w

Anexo 11: Calculo para hallar la cantidad de extracto hidroalcohdlico a usar enla
soluciéon madre en el proceso de determinacion de actividad antioxidante

17,3°—>17,3% de sélidos totales.
17,3 sélidos —> 100ml

X—>1ml
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X=0,173 g sdlidos totales.

1ml—>0,173g

X—>0.150g

X =0,86 ml contiene 150 g

Nota: Para la preparacion de la solucidn madre se diluyé 0,86 ml de extracto hidroalcohdlico de
Vaccinium floribundum Kunth en 100 ml de etanol al 80%.

Anexo 12: Preparacion de solucion madre
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Anexo 14: Preparacién de la mezcla de 1 ml solucién y 0,5 ml del DPPH

Anexo 15: Concentraciones después de media hora de la reacciéon
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Anexo 16: Medicion de absorbancia en el espectrofotometro Kyntel KV 1200

Anexo 17: Extracto filtrado de Pushgay fresco para la determinaciéon deantocianinas
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Anexo 18: Extracto filtrado de Pushgay fresco en baiio Maria 80 °C

Anexo 19: Cantidad del extracto después del bano Maria
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Anexo 20: Preparacion de 0,3 ml de extracto hidroalcohélico y 1,8 ml de bufferKCI 0,025M
pH 1,0 por triplicado

Anexo 21: Preparacion de 0,3 ml de extracto hidroalcohdlico y 1,8 ml de bufferacetato sédico
0,4 M pH 4,5 por triplicado

‘ ,ll'lf"f.irv; ’JIW

Epee g
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Anexo 22: Trituracién del fruto seco Vaccinium floribundum kunth para
determinar el efecto antiinflamatorio

Anexo 23: Preparacion del extracto hidroalcohdlico seco Vacciniumfloribundum kunth
para la determinacion del efecto antiinflamatorio
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Anexo 24: Filtrado del extracto hidroalcohédlico seco Vaccinium floribundum
kunth para la determinacion del efecto antiinflamatorio

Anexo 26: Muestra de sangre para centrifugar a 3000 rpm
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Anexo 27: Observacion de hematies en el fondo del tubo

Anexo 28: Preparacion de soluciéon hematies al 10%

58



Anexo 29: Pesado de 0,12g de KH2PO4, 0,72g de Na2HPO4, 0,10g de KCI
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Anexo 31: Preparacion del extracto madre (0,41 ml del extracto filtrado de
Pushgay seco en 100 ml de solucion isosalina fisiolégica)

Anexo 32: Triturado, pesado y preparaciéon de la indometacina
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Anexo 33: Concentraciones para incubar

Anexo 34: Incubacién de los tubos a 54 °C

Anexo 35: Centrifugado de los tubos de ensayo
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Anexo 36: Concentraciones después de haberse centrifugado
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Anexo 37: Solicitud para acceso al Bosque de Proteccion Pagaibamba

SOLICITUD DE EVALUACION PREVIA

Sumilla: Autorizacion para realizar investigacion en
Areas Naturales Protegidas del SINANPE.

Sefor: MSc. Ing. Mario Tafur Rojas

Jefe del Bosque de Proteccion Pagaibamba
SERNANP

Presente.-

Yo Laura Fiorela Mejia Curinambe, identificada con DNI 72927856 con domicilio para
estos efectos en Jr San Luis, S/N,San Luis de Lucma, Cutervo, Cajamarca.

Ante usted respetuocsamente expongo:

Que, de conformidad con el procedimiento N° 4 del Texto Unico de Procedimientos
Administrativos del SERNANP, solicito autorizacidon para realizar la investigacion titulada
“Actividad antioxidante , contenido de antocianinas y efecto antiinflamatorio in vitro del fruto
de Vaccinium floribundum Kunth “Pushgay”

a) Elingreso a ambitos de acceso restringido '

b) La colecta o extraccién de muestras bioldgicas. X

c) Se prevea la alteracién del entorno o instalacién de infraestructura en el caso
de areas naturales protegidas de administracion nacional.

d) Uso de equipo o infraestructura de ANP de administracién nacional.

e) Efectuar la Investigacién en predios privados 2

Dicha investigacion se realizara en el Bosque de Proteccion de Pagaibamba , segln
las coordenadas consignadas en el Plan de Investigacion las cuales fueron verificadas en el
Geoportal del SERMANP; por el plazo de 5 meses, para lo cual de acuerdo a lo especificado
en el TUPA de SERNANFP se adjunta los requisitos respectivos, a fin de que sea evaluado y
de estar conforme se me otorgue la autorizacién.

Finalmente, declaro no haber incumplido compromisos anteriores derivados de
autorizaciones emitidas y por tanto no estar incluido en el registro de investigadores
inhabilitados del SERNANP y tengo pleno conocimiento de los alcances del Decreto Supremo
N° 010-2015-MINAM y las Disposiciones Complementarias del SERNANP, en relacién a las
obligaciones y compromisos que asumo de otorgarme una autorizacion de investigacion.
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Por lo expuesto, agradecere a usted acceder a lo solicitado.

Cajamarca, 4 de enero del 2023

Laura Fiorela Mejia Curinambe.
DNI: 72927856

Contactarme a

Teléfono maovil:935028737

E-mail: Imejiacu@ucvvirtual edu.pe

Declaro bajo juramento que toda la informacion proporcionada es veraz, asi como los
documentos presentados son auténticos, en caso contrario, me someto al procedimiento y a
las sanciones previstas en la Ley N° 27444, L ey del Procedimiento Administrativo General.

ESQUEMA BASICO DEL PLAN DE INVESTIGACION

1. Titulo de la investigacion a desarmollar

“Actividad antioxidante , contenido de antocianinas y efecto antiinflamatorio in vitro del
fruto de Vaccinium florbundum Kunth “Pushgay”

2. Justificacion

Existen diversos alimentos que ayudan a prevenir cierto tipo de enfermedades,
contribuyen a la mejora de la condicion de la salud o que tienen algun efecto protector
para el organismo, a estos se le conoce como alimentos funcionales.

Los alimentos funcionales poseen capacidad antioxidante, este término se define
como la medida de los moles de R.L que son captados por una solucion de prueba
especifica’

El declive celular es una de las patologias, que se caracteriza por tratarse de un
descenso constante de las funciones fisiologicas provocando la muerte, tras ello es
considerado un instrumento favorable para identificar las diversas patologias ya que
es necesario la intervencion de los antioxidantes, debido a que estos pueden aplazar
el proceso de estrés oxidativo.?® Respecto al estrés oxidativo, este es un proceso

consecuente a una enfermedad.*
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En relacién a la enfermedades, las de tipo no transmisibles, la Organizacion Mundial
de la Salud{OMS) refiere que en los dltimos 19 afios, la mortalidad por estas, como
la diabetes ha incrementado hasta en un 70% a nivel mundial ®, asi como también se
estimo que en las proximas dos décadas habra 20 millones casos nuevos de cancer.
El panorama para el continente americano de igual manera no es nada favorecedor
ya que la institucidn maxima de la salud, pronostica un aumento del 55% de los
diagnosticos en esta enfermedad.

Es por ello que las instituciones encargadas del ambito de la salud, en diferentes
paises, implementan medidas de prevencion para menguar las estadisticas y
mantener informada a su poblacion sobre cémo resguardar su salud. Una de las
estrategias de prevencion es la realizacion de campafas de atencion integral de la
salud, donde se consideran las diferentes especialidades y pues por su parte el area
de nutricion se encarga de incentivar a la poblacion a modificar su estilo de vida,
incrementando su consumo de frutas y verduras, alimentos que son ricos en
compuestos bicactives, como los antioxidantes. De esta manera se frata de
concientizar sobre la problematica que existe a nivel mundial %78

En Peru se encuentran diversas variedades de frutas nativas y las cuales requieren
ser estudiadas, para describir sus beneficios y su aprovechamiento.®

El Pushgay o también Vaccinium floribundum, es un fruto cuyo crecimiento se da en
terrenos de altura y friaje, los cuales podemos encontrar en Cajamarca en sus
provincias de Bambamarca,Cajabamba, Chota,Celendin y San Marcos, asimismo en
paises como Ecuador donde es conocido como Mortifio y en Colombia donde toma el
nombre de Agraz.'”

Por ello. el interés de la presente investigacion se debe a que el Pushgay no es
conocido tanto en nivel local, nacional asimismo es poco consumido por la poblacign
cajamarguina , se tiene como fin conocer sobre las particularidades del Waccinium
floribundum “ Pushgay” (cantidad de actividad antioxidante, antocianinas y efecto
antiinflamatorio) y poder plantearlo como una alternativa tanto como prevencidn o
tratamiento las enfermedades gue han ido incrementando con el paso de los afios,
del mismo modo incentivar a realizar productos con el fruto.

Por lo expuesto, se considera el siguiente problema: § Cual es la actividad antioxidante
y contenido de antocianinas del Pushgay? y jPresentara efecto antiinflamatorio in
vitro el fruto Vaccinium floribundum “ Fushgay™?

El presente estudio se justifica, en que en los dltimos afios la misma situacion
ocasionada por la pandemia ha provocado gue la intencién por modificar los habitos
de alimentacion de algunas personas, haya incrementado, pues debido a esta y la

repercusion que tuvo a nivel mundial, las personas empezaron a tener interés sobre
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cierto grupo de alimentos gue tienen la propiedad de mejorar el sistema inmune. El
Pushgay proviene de la familia de arandano, el cual al dia de hoy es reconocido por
otorgar beneficios en la salud, sin embargo este fruto es poco conocido en
comparacion a los similares de su especie, es por ello que mediante el proyecto se
busca contribuir a la investigacion relacionada a este fruto y servir como referente para
futuros estudios.

Describa los Objetivos generales y especificos de la Investigacién.
e Objetivo general:

Determinar la actividad antioxidante, contenidoe de antocianinas y efecto
antiinflamatorio in vitro del fruto Vaccinium flaribundum “Pushgay”.

e Objetivo especifico:

Determinar actividad antioxidante , calcular el contenido de antocianinas y demostrar
efecto antiinflamatorio en el fruto Vaccinium floribundum “Pushgay” .

. Ambito en el que se desarrollara la investigacion

Tabla1. Coordenadas de las localidades de muestra fuera dentro del Bosque de
Proteccién Pagaibamba

Localidades Zona UtTM s UtTMm w Ubicacién en | Expedicia
de muestreo | UTM ANP n

Bosque de 17 0712482 9292311 Sector Enero -
Proteccion Cachipampa | abril
Pagaibamba Alto
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Leyenda

s Punto de muestreo

Figura 1. Mapa referencial de la ubicacion de las localidades del Bosque de
Proteccion Pagaibamba en las coordenadas: 17 M 0712482/ 9282311/ 3205 msnm

5. Adicionalmente en los supuestos de:

- No se realizara construccion alguna dentro del Area Natural Protegida.
** No se estara ingresando a predios privados durante esta investigacion.

6. Cronograma de trabajo

Esta investigacion planea iniciar en febrero del 2023 con la primera expedicion
logistica y terminar en abril del 2023.

Tabla 2. Cronograma de trabajo.
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ANEXO DEL FORMULARIO -F 4.1 B

FICHA DE DATOS DEL PERSONAL INVOLUCRADO

MNombres Laura Fiorela
Apellidos Mejia Curinambe
Macionalidad Peruana
Identifica | Documenta | DNI
cion
Nro. 2927856
Domicilio Jr San Luis S/N- San Luis de Lucma- Cutervo- Cajamarca
Telefono | Cod.Pais +51
Cod.Ciudad | 76
Ndmero 935028737
Correo electronico Imejiacu@ucvvirtual.edu. pe
Profesion y Estudiante
Especializacion
Organizacion Universidad Privada Cesar Vallgjo
Cargo en la Responsable | x | Colaborador Asistente Voluntario
Investigacion (#)
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Mombres

Claudia Llubitza

Apellidos Mendoza Rodrigusz
Macionalidad Peruana
Identifica | Documento | DNI
cion
Mro. 7679527

Domicilio

Calle Jose Artigas 1335 - La Esperanza - Trujille

Telefono | Cod.Pais +51
Cod.Ciudad | 044
Miamero Q37827012

Correo electronico

cmendozaro@ucvvirtual.edu.pe

Profesion y Estudiante

Especializacion

Organizacion Universidad Privada Cesar Vallejo

Cargo en la Responsable | x | Colaborador Asistente Voluntario

Investigacion (#)

Mombres Luis Felips
Apellidos Garcia Llatas
Macionalidad Peruano
Identifica | Documento | DRI
cion

Mro. 43596588

Domicilio

Calle Comercio s/n - Querocoto

Telefono | Cod.Pais

+51

Cod.Ciudad

69



MNimero

8992162223

Correo electronico

lgarcia@sermanp.gob.pe

Profesion y Bidlogo botanico
Especializacion
Organizacion SERNANP
Cargo en la Responsable Colaborador | x| Asistente Voluntario
Investigacion (#)
Mombres Jorge Luis
Apellidos Diaz Ortega
MNacionalidad Peruano
|dentifica | Documento | Dni
cion
Nro. 18134283
Domicilio Mz | " lote 1 urb Vista Hermosa, Calle Angel Maria Tanya
Telefono | Cod.Pais +51
Cod.Ciudad | 044
Namero 044897194
Correo electronico diazo@ucwvvirtual.edu.pe
Profesion y Quimico Farmacéutico
Especializacion
Organizacion Universidad Privada César Vallejo
Cargo en la Responsable Colaborador | x| Asistente Voluntario

Investigacion (#)
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Mimero 002162223
Correo electronico lgarcia@sernanp.gob.pe
Profesion y Bidlogo botanico
Especializacion
Organizacion SERNAMNP
Cargo en la Responsable Colaborador | x| Asistente Woluntario
Investigacion (#)
Nombres Jorge Luis
Apellidos Diaz Ortega
MNacionalidad Peruano
|dentifica | Documento | Dni
cion
Nro. 18134283
Domicilio Mz | * lote 1 urb Vista Hermosa, Calle Angel Maria Tanya
Telefono | Cod.Pais +51
Cod.Ciudad | 044
Mimero 044897194
Correo electronico diazo@ucvvirtual.edu.pe
Profesion y Quimico Farmacéutico
Especializacion
Organizacion Universidad Privada César Vallejo
Cargo en la Responsable Colaborador | x| Asistente Woluntario
Investigacion (#)
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Anexo 38: Resolucion de respuesta de solicitud de permiso al Bosque de Protecciéon
Pagaibamba

RESOLUCION DEL JEFE DEL BOSQUE DE PROTECCION PAGAIBAMBA

N® 001-2023-SERNANP-BPP-JEF
Cutervo, 09 de enero del 2023

VISTO:

El Informe Técnico N* 001- 2023-SERNANP-BPP/EEYMM, del 09 de enero del
2023, a través del cual se evalda la solicitud presentada por la investigadora: Laura
Fiorela Mejia Curinambe (DNl 72927858). para realizar investigacion al interior del
Bosque de Proteccion Pagaibamba, con el titulo: “Actividad antioxidante, contenido de
antocianinas y efecto antiinflamatorio in vitro del fruto de Vaccinium floribundum Kunth

“Pushgay™
CONSIDERANDO:

Cue, mediante Decreto Legislativo N° 1013, se aprobé la creacidn del Servicio
Macional de Areas Protegidas por el Estado — SERNANP, como un organismo puablico,
técnico, especializado del Ministerio del Ambiente, constituyéndose en el ente rectar
del Sistema Macional de Areas Maturales Protegidas por el Estado — SINANPE, y en
su gutoridad técnico - normativa; en este marco, el literal h) del articulo 277 establece
como funciones de las Jefaturas de las Areas Maturales Protegidas la de autorizar el
ingreso para realizar investigacion cientifica y antrdpica;

Que, mediante Decreto Supremo N° 002-2012-MIMAM, se aprueba el Texto Unico
de Procedimientos Administratives - TUPA del SERNANP; cuyo procedimiento
administrative N* 4, regula la autorizacion para realizar investigacion cientifica en
Areas Maturales Protegidas del SINANPE;

Que, el Decreto Supremo N 010-2015-MINAM, del 23 de setiembre de 2015,
declara de interés nacional el desamollo de investigaciones al interior de las Areas
Maturales Protegidas de administracion nacional, determinandose su gratuidad, asi
como los procedimientos de aprobacion automatica y evaluacion previa para su
otorgamiento;

Que, mediante Resclucién Presidencial N 214 - 2021-SERNANP, del 07 de
octubre de 2021, se aprueba las Disposiciones Complementarias al Decreto Supremao
MT 010-2015- MINAM, que promueve e desarollo de investigaciones en Areas
Maturales Protegidas y deja sin efecto la Resolucion Presidencial N® 287-2015-
SERNANP,
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Que, mediante Resolucidn Suprema N%0222-87-AG/DGFF, del 19 de junio de 1987,
se crea el Bosque de Proteccidn FPagaibamba con una extension de 8, 2 078.38
hectaéreas; se encuentra ubicado en el departamento de Cajamarca, en la provincia de
Chota, distrito de Querocolo; tiene la categoria de uso directo v su objetivo de creacion
y conservacion es: “Garantizar el normal abastecimiento del agua para consumo
humano, agricola de los distritos de Querocoto, Llama y Huambos. Proteger el bosgue
como factor regulador del régimen hidrico y climético de la zona para evitar el
sedimento de |os rios.

Clue, mediante Resolucidn Presidencial N® 130-2017-2017, del 22 de mayo del 2017,
se aprueba el Plan Maestro del Bosgue de Proteccidn Pagaibamba por el periodo de
05 afios (2017 — 2021); en él, se especifica la Vision, Objetivos, vy 1as lineas de accidn
para la gestién efectiva del Area Natural Protegida; en relacion a las investigaciones,
indica que estas deben realizarse con la finalidad de promover el conocimiento
cientifico;

Que, mediante Resolucidn Presidencial N°222-2019-5SERNANP, de fecha 11 de
setiembre del 2019, se le designa al sefior Mario Rafael Tafur Rojas, con DNI N°
16716171, como Jefe del Bosque de Proteccidn Pagaibamba;

Que, via correo electronico. &l dia 29 de diciembre del 2022, el investigador, Laura
Fiorela Mejia Curinambe, solicitd la autornizacidon para realizar investigacion con el
proyecto titulado: “Actividad antioxidante, contenidc de antocianinas y efecto
antiinflamatorio in vitro del fruto de Vaccinium fRorbundum Kunth “Pushgay™

Que, a través del informe del visto, la Jefatura del Bosgue de Proteccidn
Pagaibamba, concluye que el administrado cumplid con adjuntar la informacion
requerida para solicitar autorizacion de investigacion cientifica en Areas Naturales
Protegidas

Que, en uso de las atribuciones conferidas por el numeral 2.1 del articulo 2° del
Decreto Supremo N* 010-2015-MINAM, el arficulo 14° de las Disposiciones
Complementarias al Reglamento de la Ley de Areas Naturales Protegidas en materia
de investigacion, aprobadas por Resolucion Presidencial N® 214-2021-SERMANFP, v el
articulo 27° del Reglamento de Organizacion y Funciones del SERNANP, aprobado
mediante Decreto Supremo N® 006-2008-MINAM.

Cue, en uso de las atribuciones por lo precedido;
SE RESUELVE:

ARTICULO 1°. - Autorizar a la investigadora Laura Fiorela Mejia Curinambe (DMNI|
72927856), el desamollo de la investigacidn al interior del Bosgue de Proteccidn
Pagaibamba denominada “Actividad antioxidante, contenido de antocianinas vy efecto
antinflamatorio in vitro del fruto de Vaccinium floribundum Kunth *Pushgay™. La
investigacion tendra un periodo de 06 meses

ARTICULO 2° - En el marco de la investigacion, los puntos de referencia
referenciales autorizados para |a colecta se muestran en la tabla 01 v figura 01
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Tabla 01. Coordenas referenciales de ubicacidn para el desarrollo de la investigacidn

Localidades | Zona utTM S utTM W Ubicacién | Expedicion
de muestreo | UTM en ANP
Bosque de 17 0712482 929231 Sector Enero -
Proteccién Cachipamp | abril
Pagaibamba a Alto
e
Leypenda’
B L tu aman
[ e =
Rerificaciin del BAP |
B [ APATNECHAME T DRECTO o
A T APRCNECHABICITO GO 3
B o 0 EECEE AT
B e sUsEsTRE =
v

Figura 01. Ubicacién referencial del lugar de toma de muestras

ARTICULO 3°. - En el marco de la investigacién, se autoriza el ingreso al

Parque Nacional de Cutervo a los colaboradores establecidos, en la tabla 02

Tabla 02. Listado de investigadores y colaboradores

N® Nombres y Apellidos DNI Pais cargo Institucion
. N . = Investigador Universidad Privada
1 Laura Fiorela Mejia Curinambe T2927856 Per( Principal Cesar Vallejo
Claudia Llubitza Mendoza . Universidad Privada
2 Rodn 73679527 Per Responsable : Vallejo
3 Luis Felipe Garcia Llatas 43596588 Perd Colaboradar SERNANP
E Universidad Privada
4 Jorge Luis Diaz Ortega 18134283 Perd Colaboradar C Vallgjo
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ARTICULO 4°. = En el marco de la investigacion, la autorizacion de colecta se

detalla en la tabla 03

Tabla 03. Listado de especies autorizados para colecta

Espocia Estatus JUCN | Estatus Nacional | # de especimenes

1 | Vaccinium foribundum LC Mo endemico 3

ARTICULO 5°. - El investigador y colaboradores, son responsables de cumplir

las disposiciones contenidas en la Ley N° 26834 - Ley de Areas Naturales Protegidas
¥ su Reglamento, aprobado mediante Decreto Supremo N° 038-2001-AG

ARTICULO 6°. - El investigador responsable asume las siguientes

obligaciones y compromisos:

Debera informar con anticipacidn el ingreso al Bosque de Proteccidn
Pagaibamba; asi mismo, del personal colaborador, de acuerdo con lo
establecido en la Resolucion Presidencial N° 169-2019-SERNANF vy la
Resolucién Presidencial N® 079-2021-SERNANP.

Mo extraer muestras bioldgicas distintas a las autorizadas

Tramitar el certificado de procedencia, cuando se requiera trasladar las
muestras de material biologico colectado fuera del ambito de las ANP.
Comunicar al SERNANP cualquier descubrimiento nuevo para la ciencia,
debiendo entregar una copia del depdsito del holotipo del nuevo taxa en una
institucion cientifica nacional.

Gestionar los permisos de exportacidn ante la autoridad competente, cuando
se requiera enviar al extranjero parte del material bioldgico colectado.
Entregar una vez publicados los resultados de la investigacion, una copia digital
de la publicacion al SERNANP y autorizar su registro en |a biblioteca digital del
SERNANP.

Entregar a la Jefatura de |a del Boque de Proteccidn Pagaibamba 02 copias del
informe final (incluye version digital), conteniendo material fotografico y la lista
de especies registradas en formato MS Excel en el marco de la presente
autorizacidn, para la gestion del SINANPE y que justificd el apoyo del
SERNANP

Aplicar todas las medidas de seguridad y eliminacidbn de impactos que se
puedan producir por las actividades propias de la investigacion

El titular de la autorizacidon de investigacion se comprometle a guardar la
confidencialidad sobre la ubicacion especifica de los recursos, especies
amenazadas o de distribucion restringida, asi como areas bioldgicas sensibles
del ANP.

El incumplimiento injustificado de cualquiera de estos compromisos producira el
ingreso del investigador en la lista de investigadores inhabiltados para praximas
autorizaciones emitidas por el SERNANP.

ARTICULO 7*. — La autorizacion a la que se refiere el articulo 1° caducara

automaticamente al vencer el plazo concedido, por el incumplimiento injustificado de
los compromisos adquiridos o por cualguier dafio al patrimonio natural, sin perjuicio
de las responsabilidades administrativas, civiles o penales que pudieran originarse.

ARTICULO 8°. — El SERNANP no sera responsable por los accidentes o dafios

que pueda sufrir el equipo de investigadores durante el desarrollo de la investigacion
cientifica, quienes asumiran toda responsabilidad sobre su accionar
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ARTICULO 9°. - Notificar la presente Resolucion a la investigadora Laura

Fiorela Mejia Curinambe (DNI 72927856), responsable de la investigacion

ARTICULO 10°. - Registrese la presente Resolucion en el Modulo de
Seguimiento a las autorizaciones de investigacion del SERNANP, en el archivo de
autorizaciones de las Areas Naturales Protegidas involucradas y publiquese en la

pagina institucional del SERNANP (www.gob.pe/sernanp).

Registrese y comuniquese.

Msc.Ing. Mario Rafael Tafur Rojas
Jefe del Bosque de Proteccion Pagaibamba

Servicio Nacional de Areas Naturales Protegidas por el Estado
SERNANP

oy

FIRMA
DISLTAL

Firmado digitalmente por:
TAFUR ROJAS Maro Rafasl
FAL 204TBO53 178 soft

Mietive: Sy el mnor del
documento

Fecha: DB/ 1/2023 17:32:14-0500
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Anexo 39: Certificado de procedencia de muestras biolégicas

o0 ; Servicio Nacional de Areas
N=Y/l PERU Ministerio del Ambiente Naturales Protegidas por el
(] Estado :

"Afo de la unidad, la paz y el desarrollo”

N° BP05-001

CERTIFICADO DE PROCEDENCIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS N° 001-2023-SERNANP-BPP
La Jefatura del Bosque de Proteccién Pagaibamba, certifica que las muestras biolégicas de Vaccinium
floribundum han sido colectadas en el marco de una investigacién desarrollada al interior del Area Natural
Protegida, segun la declaracién jurada del investigador, de acuerdo al siguiente detalle:

|. Datos del Responsable de la Investigacion:

Nombre del Responsable Documento de Identidad (DNI,

de la Investigacion Pasaporte, Camet de extranjerfa) ol R M vestgacion

Actividad antioxidante, contenido de
antocianinas y efecto antiinflamatorio in
vitro del fruto de Vaccinium floribundum
Kunth “Pushgay”.

Laura Fiorela Mejia

Curinambe 72927956

Localidad

Sector Cachipampa Alto
Autorizacion de investigacion cientifica otorgada (N° R.D. o R.J.) | Vigencia de la Autorizacion de investigacion

RESOLUCION DEL JEFE DEL BOSQUE DE
PROTECCION PAGAIBAMBA N°  001-2023- 09/01/2023-09/07/2023
SERNANP-BPP-JEF

Tipo de muestra biolégica
M as menor o igual a 6 especies
Especie/Taxén Cantidad Unidad de medida Condicién Observacion
Vaccinium floribundum 2 Kg Riesgo menor Ninguna
Ver lista anexa Ver lista anexa Ver lista anexa Ver lista anexa
Total
Muestras mayores a 6 especies Observacién
Ver lista anexa: muestras colectadas dentro del Bosque de Proteccién
Individuos Completos Pagaibamba
Partes o derivados de especies
Productos y/o Subproductos de
metabolismo

1ll. Personal responsable del Transporte de muestras biologicas

Documento de Identidad (DN,
Nombres y Apeliidos Pasaporte, Camnet de Nacionalidad
extranjeria)
Claudia Llubitza Mendoza Rodriguez 73679527 PERUANA
De o de la estras Biolégica

Nacional: X Departamento/Ciudad: La Libertad — Trujillo

Internacional): | | Pais:

Institucién Nacional donde serdn depositadas las muestras

biolégicas Direccién

1- Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de
Trujillo.

El presente documento certifica que el material biolégico proviene del Parque Nacional de Cutervo asi mismo es equivalente a la Guia de
Transportes Forestal y de Fauna Silvestre de acuerdo al DS N° 018-2015-MINAGRI y DS N° 019-2015-MINAGRI. La informacién contenida ha

sido proporcionada a manera de declaracién jurada por el solicitante del certificado, siendo el responsable dela idad de la informacién.
e
Fecha de expedicion: Querocoto, de febrero del 2023 | LU{S [g557% CACCIA LLATHS
43596538
(9f02( 7723
S
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Anexo 40: Constancia de identificacion taxonémica

PRy
_—-"-'?.’\nn:tjﬁ\?‘&, Herbarium Truxillense (HUT)
'?\: o/ Universidad Nacional de Trujillo

N} T Facultad de Ciencias Bioldgicas
Ir. San Martin 392, Trujillo - Perd

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacién taxondmica de un {01) espécimen vegetal:

Nombre cientifico: V. forbundum Kunth 1819
Homhbre comdin: “pushgay”

Muestra alcanzada a este despacho por LAURA FIORELA MEJIA CURINAMEBE,
identificado con DNI: 72927856, con domicilio legal en Urb. Semirustica manpuesto,
JR las laderas Mz. B Lote 15; y CLAUDIA LLUBITZA MENDOZA RODRIGUEZ,
identificado con DMI: 73679527, con domiciio legal en Jose Artigas 1335 La
Esperanza. Internas, de la Facultad de Ciencias de |a Salud, Escuela Profesional de
Nutricién de la Universidad César Vallejo, cuya delerminacién taxondmica servird
para la realizacion del trabajo de investigacidn, titulado: Actividad antioxidante,
contenida de antocianinas y efecto antinflamaterio in vitro del fruto de Vaccinium
flaribundum kunth "pushgay”.

. Clase: Equisetopsida
# Subclase: Magnoliidae.

s Superorden: Asteranae

. Orden: Ericales

. Familia: Ericaceae

. Género: Vaccinium

Se expide |a presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
hubiera lugar.

Trujillo, 16 de mayo del 2023

E- mail: herbariumtrugillensehut @yohoo.com
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ANEXO 41: Ubicacion de la muestra

Lugar Altitud Latitud

Longitud

Bosque de Proteccion de 3205 m.s.n.m 6°24°26,61” S
Pagaibamba

79°4'47.0970
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ﬁ UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE NUTRICION

Declaratoria de Autenticidad del Asesor

Yo, DIAZ ORTEGA JORGE LUIS, docente de la FACULTAD DE CIENCIAS DE LA
SALUD de la escuela profesional de NUTRICION de la UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO
SAC - TRUJILLO, asesor de Tesis Completa titulada: "Actividad antioxidante, contenido
de antocianinas y efecto antiinflamatorio in vitro del fruto de Vaccinium floribundum kunth
"Pushgay”

", cuyos autores son MENDOZA RODRIGUEZ CLAUDIA LLUBITZA, MEJIA CURINAMBE
LAURA FIORELA, constato que la investigacion tiene un indice de similitud de 20.00%,
verificable en el reporte de originalidad del programa Turnitin, el cual ha sido realizado sin
filtros, ni exclusiones.

He revisado dicho reporte y concluyo que cada una de las coincidencias detectadas no
constituyen plagio. A mi leal saber y entender la Tesis Completa cumple con todas las
normas para el uso de citas y referencias establecidas por la Universidad César Vallejo.

En tal sentido, asumo la responsabilidad que corresponda ante cualquier falsedad,
ocultamiento u omision tanto de los documentos como de informacion aportada, por lo
cual me someto a lo dispuesto en las normas académicas vigentes de la Universidad
César Vallejo.

TRUJILLO, 29 de Junio del 2023

Apellidos y Nombres del Asesor: Firma
DIAZ ORTEGA JORGE LUIS Firmado electrénicamente
ORCID: 0000-0002-6154-8913 18:16:28

Caodigo documento Trilce: TRI - 0559754
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