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RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacion fue determinar el potencial inhibitorio de la fraccion
alcaloidal de Psychotria stenostachya sobre xantina oxidasa y radical superdxido mediante
autografia. En primera instancia, se llevé a cabo un proceso de maceracion alcohdlica de las hojas
de P. stenostachya con metanol, para la posterior extraccion liquida de alcaloides totales con
solventes organicos mediante variaciones de pH, alcanzando un rendimiento de 0,76%. A
continuacion, se separaron los componentes del extracto alcaloidal a través de TLC, utilizando
como fase movil cloroformo/ trietilamina/metanol en proporciones (6:0.5:0.6) y se reveld en una
cadmara UV a 254 nm. Los ensayos autograficos se realizaron en placas de TLC por medio de la
técnica “dot blot”; se sembrd 10 pL. de cada solucion a concentraciones de 100, 50, 10, 5y 1 pg
utilizando como disolvente metanol. Para la evaluacién del potencial antioxidante de
P.stenostachya, se usé acido ascorbico como estandar para el modelo DPPH*, mientras que para
la determinacion de captacién de radical superoxido se emple6 taxifolina como estandar para los
modelos RIBOFLAVINA/LUZ/NBT y NADH/PMS/NBT. Finalmente, para la evaluaciéon de
capacidad inhibitoria sobre XO se utiliz6 alopurinol como estandar y xantina como sustrato. De
esta manera se distingue entre inhibidor puro de XO y un captador de 0, ~. Los resultados se
presentaron de forma cualitativa a través de cambios de coloracion y diametro de halo. Con
respecto a los datos cuantitativos, estos se registraron mediante el programa GelAnalyzer para
determinar el area de inhibicion. Como resultado se obtuvo la fraccion alcaloidal de P.
stenostachya teniendo capacidad antioxidante significativa al poder captar radical superdxido; sin
embargo, carece de actividad inhibitoria sobre Xantina Oxidasa ya que no presento reaccion. Se
recomienda mas estudios y analisis con respecto la composiciéon quimica y estructural de la

especie vegetal.

Palabras clave: <ALCALOIDE> <AUTOGRAFIA>, <ANTIOXIDANTE>, <GEL
ANALYZER>, <Psychotria stenostachya>, <RADICAL SUPEROXIDO>, <XANTINA
OXIDASA>

XV



SUMMARY

The main objective of this investigation was to determine the inhibitory potential of the alkaloidal
fraction of Psychotria stenostachya on xanthine oxidase and superoxide radical by autography.
In the first instance, an alcoholic maceration process of the leaves of P. stenostachya with
methanol was carried out, for the subsequent liquid extraction of total alkaloids with organic
solvents by means of pH variations, reaching a yield of 0.76%. Next, the components of the
alkaloidal extract were separated through TLC, using chloroform / triethylamine / methanol as
mobile phase in proportions (6: 0.5: 0.6) and developed in a UV chamber at 254 nm. Autograph
tests were performed on TLC plates by means of the "dot blot" technique; 10 p L of each solution
was seeded at concentrations of 100, 50, 10, 5 and 1 pg using methanol as solvent. For the
evaluation of the antioxidant potential of P.stenostachya, ascorbic acid was used as a standard for
the DPPH * model, while for the determination of superoxide radical uptake taxifoline was used
as a standard for the models: RIBOFLAVINA / LUZ / NBT and NADH / PMS / NBT. Finally,
allopurinol was used as standard and xanthine as a substrate for the evaluation of inhibitory
capacity on XO. In this way, a distinction is made between pure XO inhibitor and a 0, ~scavenger.
The results were presented qualitatively through changes in color and halo diameter. With respect
to quantitative data, these were recorded using the GelAnalyzer program to determine the area of
inhibition. As a result, the alkaloidal fraction of P. stenostachya was obtained having significant
antioxidant capacity by being able to capture superoxide radical; however, it lacks inhibitory
activity on Xanthine Oxidase since it did not show a reaction. It is recommended; more studies

and analysis regarding the chemical and structural composition of the plant species.

Keywords: <ALKALOID>, <AUTOGRAPHY>, <ANTIOXIDANT>, <GEL ANALYZER>,
<Psychotria stenostachya>, <SUPERXIDE RADICAL>, <XANTINE OXIDASE>
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INTRODUCCION

Antecedentes

A nivel global, existen varios reportes bibliograficos sobre la hiperuricemia y su tratamiento. Uno
de los tratamientos empleados incluye a los alcaloides, que son metabolitos secundarios presentes
en la flor de jengibre que en conjunto con los flavonoides presentan actividad inhibitoria de XO
por medio del método de Wegner (Dewi et al. 2016). Otro estudio vinculado con la inhibicion de la
xantina oxidasa como tratamiento de la hiperuricemia, se basa en el mecanismo anti-
hiperuricémico del glucomanano de Kojac (KGM) relacionado con la capacidad inhibitoria sobre
la enzima y la expresion de ARNm de la xantina oxidasa y adenosina deaminasa en el higado
(Yuan Zhang, 2018).

Otro tratamiento, incluye diferentes tipo de planta como la Ermiao wan que contiene alcaloides
como la berberina, jatrorrizina, que inhibe la xantina oxidasa (Kong, et. al. 2004). Adicionalmente,
se descubrieron dos plantas medicinales con propiedades antihiperuricémicas bien establecidas
para el trastorno de hiperuricemia las cuales son la cebolla Allium cepa y “pansit-pansitan”;
Peperomia pellucida, cuyo tratamiento ha demostrado efectos beneficiosos sobre la hiperuricemia
y el estrés oxidativo, no obstante inhiben de forma significativa la actividad hepatica y la
actividad de la xantina oxidasa/xantina deshidrogenasa, con una gran mejora en los

biomarcadores del estrés oxidativo (Haidari et al, 2008).

Curiosamente, se ha demostrado que las hojas de Carica papaya, contienen sustancias con potente
actividad inhibidora de xantina oxidasa (Azmi et al, 2012). Por otra parte, se da a conocer que el
género Palicourea es una fuente alterna de compuestos bioactivos, lo controversial con esta
informacién se fundamenta en las pocas investigaciones existentes sobre la actividad bioldgica
de un sinnumero de especies vegetales, sobre todo en Latinoamérica. Bajo este contexto, los
nicos estudios disponibles se centran en la quimica y las propiedades biol6gicas de especies de
diferentes géneros como Palicurea L y Psychotria L. (Rubiaceae), siendo el género Psychotria,
el mas grande de la familia de las Rubiaceae, que comprende alrededor de 2000 especies,
principalmente encontradas en regiones tropicales y subtropicales del mundo y dentro de la

Amazonia Ecuatoriana (Carvalho, 1990).



Gran variedad de las especies de este género posee propiedades antivirales, antiflngicas,
antiparasitaria, antiinflamatorias, emético, entre otras bioactividades, siendo los alcaloides los

compuestos caracteristicos de este género Psychotria (Kishan y Jean-Michel 2006).

Identificacion del problema

Los altos niveles de acido Urico se conocen como hiperuricemia, siendo la gota la enfermedad
mas relevante, esta se ha incrementado con el pasar del tiempo. La mayoria no la toman en cuenta
a pesar de que desde tiempos antiguos se conoce su etiologia y su descripcion clinica, pero la
poblacion adulta solamente le da importancia cuando ya esta en etapa avanzada y crénica, no
obstante cabe recalcar que no existen datos estadisticos acerca de la informacion que posee la
poblacion sobre la enfermedad.

En el Ecuador, una de sus principales causas es la mala alimentacion demostrada por datos
estadisticos llevados a cabo por el Instituto nacional de estadistica y censo por medio de la
encuesta nacional de Salud y nutricién (INEC-ENSANUT), en la cual da a conocer que el 50%
de la poblacion lleva una mala alimentacion, tomando como principales determinantes, a una dieta

no balanceada y el estrés (Rodriguez, 2018).

La enfermedad se da por accién de la xantina oxidasa (XO), esta enzima se encarga de catalizar
la oxidacién de la hipoxantina y xantina a &cido drico; porque al ser inhibida, disminuye la
acumulacién en las articulaciones de acido Urico, controlando la enfermedad. Actualmente, el
tratamiento para la Gota es el alopurinol (analogo de la hipoxantina); el cual reacciona con
oxigeno reactivo produciendo aloxantina, mas soluble y siendo mas facil de excretar. Ademas de
los sintomas de la enfermedad de la Gota, la utilizacién continua de alopurinol conlleva a que se
presenten efectos contraproducentes para la salud de las personas como deterioro renal, dafio
hepatico, vasculitis, necrolisis entre otras. Los farmacos no eliminan la superproduccion de acido
Urico; por lo que es necesario encontrar nuevas alternativas para el control y prevencion de la gota

(Riera, 2015).



Justificacion del estudio

El presente proyecto se basa en la determinacion de la inhibicion de la enzima Xantina Oxidasa
(X0), debido a que esta enzima produce especies reactivas de oxigeno durante sus procesos
cataliticos y contribuye al desarrollo de enfermedades como hipertension, trastornos
cardiovasculares, dafios renales e inclusive diabetes. Asi mismo, el estrés oxidativo puede verse
potenciado por estados de estrés, mala alimentacion, y otros, datos que han sido expuestos por el
Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC) por medio la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT).

El estrés oxidativo esta implicado en el origen de enfermedades cardiovasculares y elevacion de
glucosa en sangre lo que puede dar lugar a diabetes. La importancia del proyecto radica en buscar
alternativas para el tratamiento de enfermedades causadas por acumulacion de &cido drico. Una
alternativa es P.stenostachya originaria de América del Sur, debido a que los medicamentos
antihiperuricémicos comunmente prescritos, como alopurinol y probenecid, son aprobados s6lo
en el tratamiento de la gota, asociada a la urolitiasis, y para la prevencion de tumores y sindrome
de lisis en el cancer. Sin embargo, estas drogas pueden presentar un mayor riesgo de reacciones
adversas (Juraschek et al., 2011). A pesar de ser un medicamento que previene los ataques de gota y
de sus complicaciones, en los primeros dias de uso, se produce un efecto paraddjico con un mayor
riesgo de ataques de artritis gotosa, provocando que se use de manera continua, resultando en
reacciones alérgicas, como es el caso del alopurinol en el 5% de los pacientes, manifestandose
por erupciones en la piel y en casos mas extremos el sindrome de Stevens —Johnson o nefritis

intersticial.

Es por ello que se ha visto necesario, el estudio de otras alternativas medicinales como es
Psychotria stenostachya, que alberga moléculas bioactivas, entre ellas multiples alcaloides que
podrian poseer actividad biol6gica para el tratamiento de diversas enfermedades como agentes
antioxidantes y que pueda contrarrestar y tratar los efectos de las ROS y del estrés oxidativo. Cabe
recalcar que si no se controla la elevacion de ROS, estas pueden producir una serie de especies
quimicas o sustancias prooxidantes como son los radicales superéxidos (moléculas o radicales
libres altamente reactivos) que dan lugar a multiples reacciones con otros compuestos del
organismo induciendo dafio celular. Por lo anterior, se comprende que si bien el oxigeno es
imprescindible para el metabolismo y las funciones del organismo, no se deben olvidar los efectos

toXicos que posee (Gutiérrez, 2002).



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

e Determinar el potencial inhibitorio de la fraccién alcaloidal de Psychotria stenostachya

sobre xantina oxidasa y radical superdxido mediante autografia

Objetivos especificos

o Determinar la calidad de materia prima de la especie Psychotria stenstachya, por medio
de pruebas fisicas y tamizaje fitoquimico.

e Obtener mediante extraccion liquido-liquido con variacion de pH, la fraccion alcaloidal

de Psychotria stenostachya.

o Determinar la porcion alcaloidal en el extracto mediante autografia en TLC por inmersién

de agar de la planta Psychotria stenostachya.

e Evaluar entre los inhibidores de XO y los captadores de superéxido por medio de la

generacion no enzimatica de superéxido (NADH y Riboflavina)



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 Familia Rubiaceae

3.1.1. Caracteristicas

La familia Rubiaceae es una de las méas grandes de las angiospermas con un aproximado de 13,000
especies y dentro de ellas se distribuye en al menos 650 géneros. Generalmente son plantas
lefiosas y tropicales, y radica mayormente en ser arboles, arbustos perennes hasta hierbas

anuales, lianas o epifitas, localizadas en zonas de regiones templadas (Badoc, Patouille y Lacomblez
2005,p.550).

Rubiaceae, data sus inicios desde millones de afios atras. Las especies dentro de esta familia, es
compleja de esquematizar por su clasificacién taxondmica se lo realiza a base de estudios
filogenéticos y quimiotaxondmicos para identificacion de metabolitos bioactivos. Dentro de las
publicaciones realizadas por estas se disponen de 3 subfamilias, mismas que son Rubioideae,

Ixoroideae, Cinchonoideae (Bremer B. y Eriksson 2013, pp. 766-793.).

Como caracteristicas botanicas se destaca que pueden ser sufrutices, hierbas, enredaderas o lianas,
de habitos terrestres o raras veces epifitas, a veces con rafidios. También poseen hojas opuestas,
simples, con estipulas. Sus tallos son tetragonales y con muchos ganchos que permiten que se
sujeten a especies circundantes. Con frecuencia estas suelen tener hojas iguales y que forman
junto a ellas verticilos de 4 a 12 hojas muy aparentes a manera de interpeciolares. Poseen flores
con céliz muy reducido, en donde tiene entre 4 y 5 segmentos y su corola mayormente se presenta
en forma gamopétala agavillada, rotaceae o tubulosa de 4 a 5 I6bulos, y con una variedad de color

como puede ser roja amarilla, rosada o blanca (Cabafias, 2005).



3.1.2. Distribucion Global

La familia Rubiaceae a pesar que es un tipo de planta lefiosa, puede adaptarse a varias condiciones
ambientales siendo mayormente encontrada y distribuida de manera muy amplia en el planeta,
en zonas Y regiones tropicales, selvas, bosques himedos, especies que se desarrollan en zonas

templadas son mayormente herbaceas (Bremer B. y Eriksson 2013).

A nivel Latinoamericano la distribucion de la familia Rubiaceae se ha observado en zonas de
Colombia, Venezuela, Brasil, con alrededor de 2500 especies aproximadamente siendo su habitat
preferible las zonas célidas (Davis et al. 2009).

Por otro lado, en Ecuador posee en existencia unos 84 géneros de plantas y 557 especies, siendo
de todas estas 98 plantas endémicas. Cabe destacar que de todas ellas el 50% se encuentran en
peligro de extincién segun registros tomados y desarrollados por la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador y 13% de encontrarse ya extintas (Cornejo y Jaramillo 2000).

3.2.  Género Psychotria

El género Psychotria es uno de los géneros mas grandes de la familia Rubiaceae, con més de 2000
especies, que se dividen entre pantropical y subtropical, teniendo como caracteristicas botanicas
ser arboles pequefios, hierbas o arbustos, y teniendo frutos carnosos de apariencia lisa con hojas
de color marrén o verde, poseen un ovario inferior y sus estipulas son mayormente caducas con
cresta pequefia y palida, una corola recta de color blancuzco o verdoso, su ovario con un solo
ovulo por lébulo, sus semillas tienen dos surcos en la superficie ventral plana y usualmente cuatro
surcos longitudinales en la parte dorsal. Se encuentran distribuidas entre 700 especies en

Neotrépico, y 700 especies entre Asia y Oceania (Hamilton, 1989, p. 68-94).

En Ecuador se encuentran aproximadamente 50 especies distribuidas en regiones de baja altitud;
7 especies han sido identificadas en los bosques andinos: P. hartwegiana Standley, Cephaelis
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jamesonii Standley, P. rugulosa H.B.K. y P. tinctoria Ruiz & Pavdn (Ulloa y Moller, 2018).

3.2.1.  Etnobotanica de la especie Psychotria

La utilidad que llevan a cabo en el mundo de la medicina son varias ya sirven para el tratamiento
de patologias desde a nivel del aparato respiratorio hasta periodos de posparto, siendo usadas a
manera de infusiones o en decoccion. Mientras que su uso en forma de bafio es para tratamientos
externos como dolores de cabeza, fiebre y también tratar lesiones dérmicas. De esta manera
podemos apreciar que estos usos son de tipo medicinal aunque también destacan como alimento

dentro de nuestro pais (Frescura et al., 2013: p. 23).

A parte de los usos ya mencionados también cuenta a la especie de Psychotria como una planta
utilizada para deshacer maleficios, curar el mal aire, deshacer la mala suerte, atraer buenas
energias, y eliminar espiritus todo esto entrando en el mundo de la parapsicologia y de los
shamanes, tomando en cuenta que aqui en nuestro pais utilizan una especie conocida como
Psychotria viridis para elaborar el brebaje conocido como “ayahuasca” por poblaciones indios

propios de nuestras tierras (De la Torre et al. 2008: pp. 551-555).

3.2.2. Alcaloides de la especie Psychotria

Dentro de la familia y especie de plantas podemos encontrar alcaloides de gran importancia
bioldgica y médica siendo los alcaloides indélicos monoterpénicos uno de los grupos mas grandes
y heterogéneo que contiene metabolitos secundarios y dentro de ellos nitrogeno en la clase de
compuestos que pueda contener ademas se encuentran en especies como Apocynaceae,
Loganiaceae, Psychotria, entre otras. Dentro de su composicion se puede encontrar una sintesis
de triptamina adicionado con un secoiridoide para produccion de sustancia intermedia central, por
otra parte la estrictosidina, es aquella que puede convertirse por una serie de reacciones
oxidativas, de sustitucion y también de reordenamiento a muchos alcaloides indolicos
monoterpenoides todas bioldégicamente activas y que han demostrado e identificado su naturaleza.

Al tener una gran complejidad su utilidad es igualada a la misma en el &ambito medicinal, para
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poder tratar enfermedades humanas, como son desérdenes neuroldgicos, canceres, trastornos
cardiovasculares, entre otras. Ademas, Ultimamente se demostrd que la conolidina, que es una
AMI poco comin, posee potentes propiedades analgésicas no opiaceas que podria ser una

alternativa prometedora a opiaces para tratar el dolor (Kishan y Jean-Michel 2006).

No obstante, a parte de los compuestos que se mencionaron, existen otro tipo de alcaloides como
lo son los alcaloides de quinolina extraidos de P. glumerullata, también se aisld los alcaloides de
benzoquinolizidina extraido de P.klugii siendo estos alcaloides O-demetilicefalina, cefalina,
isocefalina (Yang et al., 2016: pp. 1-3).

3.2.3. Alcaloides Indol Monoterpénicos

Los alcaloides Indol Monoterpénicos, también conocidos como (MIASs) son los principales
alcaloides del género Psychotria, mismos que son el resultado de la biosintesis de los terpenoides
iridoides, triptéfano y la secologanina, otorgandoles actividades bioldgicas como antiarritmicos,
antipaludicos, entre otros. Uno de los primeros alcaloides monoterpénicos aislado fue el (N-B-D-
glucopiranosil vincosamida) a partir de las hojas de P. leiocarpa dando como resultado que una

exposicion extensa de luz y el tiempo de vida de la planta influye en la acumulacion del alcaloide
(Carvalho et al., 2016, p. 234).

3.2.4.  Principales Actividades Bioldgicas

1.2.4.1 Antioxidante

Varios estudios han puesto en plan de sugerir que antioxidantes poseen las caracteristicas de
exhibir actividades bioldgicas, incluyendo acciones antialérgicas, antivirales, antiinflamatorias y
vasodilatadoras. Los efectos protectores de los antioxidantes se atribuyen a su capacidad de
suprimir la formacion de especies reactivas de oxigenos también conocidos como ROS. Mediante
la inhibicién de algunas enzimas u oligoelementos quelantes implicados en la produccién de

radicales libres, la busqueda de especies de radicales y mas especialmente de ROS, son indicios
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para investigacion, descubrimiento y la mejora de la regulacion de la defensa antioxidante, siendo
la especie P. umbellata unas de que les aplicaron ensayos y que se comprobd gue poseia actividad

antioxidante (K. Sachidanandam, 2005).

1.2.4.2. Analgésica

La actividad analgésica, una de las principales, para aliviar espasmos, contusiones y dolores por
traumatismos fue aislada por partes de hojas y flores de la especie P. colorata, en donde fue puesta
a prueba en animales con dolores de movimiento y dando a conocer que poseia dicha actividad y
gran efectividad, comparandose a la de los opioides (Elisabetsky et al., 1995, p. 75).

1.2.4.3. Citotoxica

La actividad citotdxica fue aislada desde la especie P. fosteriana, donde se encuentran cuatro tipo
de alcaloides de poliindolina con actividad citotdxica, la prueba fue realizada en células hepaticas

en ratas con carcinoma (Carvalho et al., 2016, p. 242).

1.2.4.4. Antiviral

Alcaloides como los de la Ipecac, la emetina, que poseia actividad antiviral, fueron aislados de la
especie P.ipecacuana, el ensayo realizado a este, fue al inhibir la replicacion del VIH-1, en el
proceso de la transcriptasa inversa, obteniendo como resultado de disminucion de modelos

celulares en un 80% en infeccion por VIH (Calixto et al., 2016, p. 1371).



3.3.  Psychotria stenostachya

Figura 1-1: Psychotria stenostachya
Fuente: (Bioweb, PUCE., 2018)

Psychotria stenostachya también conocida como “Obenkawe” en la lengua waorani wao tededo
al estar ubicadas en zonas de la poblacion de esta cultura, Pastaza, Orellana, Napo es decir region
norte amazonico y siendo la region mas idonea para su crecimiento tomando en cuenta que en
parte de la costa norte ecuatoriana también. Dentro del Ecuador se encuentra ampliamente
distribuida en tierra firme y las planicies mal drenadas y es utilizada para tratar hemorragias
menstruales siendo usada la corteza mientras que las hojas son utilizadas como tinte, tratamiento
de mordedora de serpientes y dolores gastrointestianles, pero al usarlos como infusiones puede
servir como tratamiento para leshmaniasis y enferemdades cardiovasculares. Por otra parte sus
frutos son usados como alimento para aves. Y otro dato curioso a cerca de esta planta es el uso
que le otorga al combinarse con la bebida “yaje” proveniente de Banisteriopsis caapi para inducir

al vomito. (De la Torre et al. 2008: pp. 554).
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Figura 2-1: Distribucion geografica de la
especie Psychotria stenostachya

en Ecuador
Fuente: (Bioweb, PUCE., 2018)

3.3.1.  Descripcion botanica

Es un arbusto de 2 o0 4 metros de altura con hojas simples y opuestas siendo de forma elipticas
con nervios secundarios equidistantes y arqueados. Su nervadura es oblicua y sus estipulas
bilobadas a ambos lados. Posee inflorescencia en la panicula terminal, su flor es sésil con corola
pentamera tubular, el fruto de esta planta es a manera de globo y de color roja que al madurar

termina con una semilla en su centro (Pérez, 2014).

3.4. Xantina oxidasa (XO)

Su descubrimiento data desde el afio 1902 en donde Schardinger demuestra que en la leche bovina
existe una enzima capaz de oxidar 4cidos a partir de aldehido, poniéndole de nombre “enzima
Schardinger”. A partir de este estudio Morgan demuestra en 1922 que hay la presencia de una
enzima que oxida xantina e hipoxantina, llamandola “XO”. Una vez descubierta pudo ser
ampliamente definida y distinguida por Booth en 1938 demostrando con evidencias de que la
enzima Schardinger se trataba de la misma XO , como una isoforma de homodimero xantina

oxidorreductasa (XOR) con un peso molecular equivalente a 290 kDa (Kosti¢ et al., 2015, p. 2).
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3.4.1. Estructura de XO

Dentro dela estructura se aprecia a familia de las proteinas de molibdeno, cuya conformacion
costa de dos sitios separados para su union, conteniendo un molibdeno, dinucle6tidos de adenina
flavina (FAD) y dos centros | Y 1l (Fe-S), de esta manera se posee tres dominios respectivamente

de potencial redox (Kosti¢ y Maiuolo et al., 2016, p. 5).

XANTHINE OXIDASE
Hypoxanthine Hypoxanthine
] ~x.o. | X.0.

Xanthine Uric Acid Xanthine Uric Acid

Figura 3-1: Estructura molecular de xantina

oxidasa
Fuente: (Salaris, 1991)

3.4.2. Mecanismo de reaccién de XO

El mecanismo que realiza es de la catalizacion de hipoxantina y xantina como sustratos, por medio
de hidroxilacién oxidativa, para generar acido Urico y redox de Ozen centro de la flavina, dando
lugar a radical superéxido y peréxido de hidrogeno, todo esto durante el metabolismo de las

purinas (Ojha et al. 2017: p. 4-5).
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Figura 4-1: Mecanismo produccién de &cido urico
Fuente: (Tamta, 2005)

El mecanismo de accion de la XO se enfoca principalmente en la degradacion de purinas y
nucleotidos cuando se da la actividad de renovacion de acidos nucleicos enddgenos y a su vez de
transformacion de las purinas en &cido Urico durante el proceso (Bhagavan y Ha, 2015, p. 476).

El proceso de hidrolisis que se lleva a cabo en los &cidos nucleicos del organismo, genera
mononucleétidos, por medio de enzimas enddgenas y exégenas que rompen los enlaces, luego de
ello son degradados a nucledsidos, por medio de la enzima 5'-nucleotidasa liberando asi guanosina
(GMP) y adenosina (AMP). Por otro lado al ser liberados, sus vias de metabolizacion son
diferentes, el grupo amino del AMP se erradica por desaminacidon formando iosina, luego, actla
la nucleotidasa generando HX, cuya funcidn es transformar la guanosina en guanina. La oxidacién
de HX por XO da lugar a xantina, mientras que la guanina es desaminada para dar xantina y

finalmente se oxida por la enzima xantina oxidasa para producir acido Urico (Maiuolo et al., 2016, p.

8).

A su vez en la oxidacion de purinas, el Molibdeno recepta electrones provocando su reduccion a
Mo®* a Mo** formando un complejo LMo(1V)-O-(SH)(OP); la transferencia de los electrones de
Molibdeno desde su centro hacia afuera implica que la molécula de H,O haga desplazar el
complejo de la enzima-sustrato para dar lugar a Mo-OH, al mismo tiempo se da una semirreaccion
oxidativa, trasladando los electrones del FAD al NAD* para producir deshidrogenasa u O2 si
fuese el caso de producir oxidasa. Finalmente en la hidroxilacion de HX se genera xantina y con

la adicion del grupo hidroxilo (OH) forma el acido Urico (Cao, Pauff, & Hille, 2010, p. 28044).
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3.5.  Hiperuricemia

Es la condicion clinica en donde existen niveles elevados de &cido Urico en sangre, producto de
una alteracion en el metabolismo de las purinas, teniendo como valores de referencia de 5,7 mg/dL
para mujeres 'y 7,0 mg/dL en hombres. Y por ende da lugar a varias patologias tomando en cuenta
que es el factor de riesgo mas relevante para el desarrollo de la enfermedad llamado Gota, que se

destaca por la acumulacion de acido Urico en las articulaciones (Gondim et al., 2001, p. 463).

Icshemia and Cardiovascular
inflammation Disorders

Cancer Diabetes

|

Hyperurecemia l Xanthine I Gout

oxidase

Figura 5-1: Enfermedades derivadas de acumulacion

de Xantina oxidasa
Fuente: (Gibblings 2010)

3.5.1.  Epidemiologia

A nivel mundial la prevalencia de la enfermedad de la gota se encuentra en el 0,1% al 10% en
paises como Ameérica del Norte, Europa Occidental (Chen, Lii, & Yao, 2016, pp. 2503-2505). Con lo que
respecta al género, por cada 10 mujeres y hombres, 3 mujeres y 4 hombres desarrollan trastornos

derivados de hiperuricemiay el 10% de estos desarrollan gota (Sancho, 1980, p. 101).
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3.5.2. Etiologia

Las causas principales para hiperuricemia son de caracter genético con un 90% de los casos,
también de estrés en la vida cotidiana y mala alimentacion. Todos estos contribuyen en la

alteracion del metabolismo de purinas y por supuesto, del incremento de &cido Urico sérico (Sancho
etal., 1980, p. 101).

3.5.3.  Factores de Riesgo

Dentro de los factores de riesgo para la hiperuricemia se encuentran los factores modificables
como lo son la edad, socio-econdmico, etnia, genes. Mientras que los que no son modificables se

tienen al tipo de alimentacion, consumo de drogas, tabaco y alcohol (Chales et al., 2017, pp. 4-7).

3.5.4. Tratamiento

Para contrarrestar los niveles elevados de acido Urico se utilizan medicamentos uricostaticos como
lo son el alopurinol y febuxostat, en donde actuando inhibiendo de manera competitiva con la
X0, de esta manera reducen los niveles de acido Urico en sangre, cabe destacar que medicamentos

uricosuricos ayudan a una facilidad para la excrecion como el probenecid (Bove et al., 2017, p. 24).

3.6. Inhibidores de XO

Cuando el organismo presenta altos niveles de XO, es decir concentraciones elevadas de UA, se
desencadena el estrés oxidativo, el cual es la principal causa para varias patologias de indole
vascular; cabe recalcar que XOR representa un papel importante, que limita el metabolismo de
las purinas, por ello los inhibidores de XO, poseen una funcién fundamental para reducir los

niveles que se encuentran presentes en sangre y a la vez del estrés oxidativo (Kostié et al., 2015)
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3.6.1.  Alopurinol

El alopurinol es me medicamento eficaz inhibidor de la XO, y siendo el primero en ser descubierto
por Gertrude Elion y Gerge Hitchings en 1940. Luego de severas pruebas de efectividad fue
aprobada en 1966 por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA). Y desde ese tiempo ha
sido utilizada para tratamiento de gota e hiperuricemia e inclusive de condiciones asociadas a la
isquemia y lesion por reperfusion (Chen et al., 2016, p. 2507; Klein et al., 1996).

HN OH

Figura 6-1: Estructura quimica de

Alopurinol
Fuente: (Sielc 2018)

3.6.1.1. Mecanismo de accion

Al ser metabolizado por el higado, se libera su metabolito activo, el oxipurinol también conocido
como aloxantina, que ejerce su accion como un inhibidor competitivo con el sitio de union de la
enzima XO. De esta manera disminuye la transformacion de hipoxantina a &cido Urico. Como
restante de ello queda un nivel elevado de concentracion de xantina e hipoxantina a nivel
sanguineo produciendo inhibicion por retroalimentacion de sintesis de purinas y a la vez de

niveles de 4cido Urico sérico (Ojha et al. 2017: p. 5-7).
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3.6.1.2. Efectos adversos

El medicamento alopurinol presenta gran hepatotoxicidad, también sindrome de StevensJhnson,
necrolisis, neuritis periférica, nefritis intersticial, también un grave deterioro renal por el
metabolismo de pirimidina, ademéas en embarazo pueden surgir malformaciones congénitas. La
toxicidad de este medicamento radica en la acumulacion de oxipurinol, esto, en conjunto de
factores inmunoldégicos puede modificar las proteinas celulares. Pueden transcurrir meses o afios

de la medicacion para que puedan surgir este tipo de efectos (Ojhaet al. 2017: p. 8; Chen, Liiy Yao 2016:
p. 2507).

3.6.2. Febuxostat

El medicamento febuxostat es un inhibidor selectivo de XO no analogo de purinas. Sintetizado
en un instituto de Teijin, aprobado por FDA en 2009. Es prescrito mayormente para pacientes que
presentan intolerancia a alopurinol, pero se debe tener en cuenta la insuficiencia renal que pueda

tener el paciente (Hosoya et al., 2014, p. 2).

Figura 7-1: Estructura quimica de

Febuxostat
Fuente: (Royal society of chemistry, 2018)

17



1.6.2.1. Mecanismo de accién

Su mecanismo de accion consta en el blogueo del centro activo molibdeno-pterina en el complejo
enzimatico. Se distingue del anterior medicamento por inhibir la forma reducida de la enzima XO,
acoplandose al complejo de manera estable con la enzima ya sea reducida u oxidada, impidiendo
la produccion de ROS (Ragab et al., 2017; Chen et al., 2016).

1.6.2.2. Efectos Adversos

La principal reaccién del febuxostat es hipersensibilidad hepéatica o renal, adicionalmente
erupciones en la piel leves y solamente graves a personas con antecedentes de efectos adversos al
alopurinol, como pueden ser trastornos cardiovasculares, es por ello que La Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) recomienda que antes de prescribir este medicamento se haga un
seguimiento farmacoterapeutico y ensayos de seguridad del paciente teniendo en cuenta que no
tenga alguna enfermedad cardiovascular (Ragab et al., 2017).

3.7.  Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el desequilibrio mediado por radicales libres que se da por una disminucion
de antioxidantes dentro de las células causando dafios dentro de moléculas de la célula, como
organulos y éacidos nucleicos. (Parejo et al. 2002: p. 6862). Por ello, es importante conocer que los
radicales libres y las especies reactivas de oxigeno (ROS) al encontrarse en mayor concentracion

generan degradacion de proteinas, oxidacion de enzimas (Pisoschi 2015: p. 55)

3.7.1.  Fuente exdgena

Como fuentes exodgenas de radicales libres se tiene en todo lugar que nos puede rodear
comenzando desde la contaminacion del medio ambiente con humo de industrias como residuo

de incineraciones, solventes industriales, tabaco, alcohol, alimentos sobrecosidos, radiacion entre
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otros. Todos estos al llegar a metabolizarse dentro del organismo dan lugar a los radicales libres
(Liguori et al. 2018: p. 758).

3.7.2.  Fuente enddgena

La fuente end6gena de ROS y radicales libres se dan de manera natural como lo son la respiracién
celular, la respuesta inmuno antes infecciones, la metabolizacion de alimentos son uno de los
principales que son generadores de especies reactivas pero que son necesarias para mantener al
ser humano con vida, sano y funcional. Durante estos procedimientos al generarse ROS a partir
del O, se forma anion superoxido (02--), dentro del organulo, la mitocondria, en el cual se da el
transporte de electrones, radical hidroxilo (OH") y perdxido de hidrdégeno (H202) (Birben et al, 2012,
p. 9).

3.8.  Captacion de radicales libres

Los antioxidantes también conocidos por su funcion como captadores de radicales libres se
encuentra de manera natural dentro de nuestro organismo (endégeno) y la otra fuente que proviene
de mayormente los alimentos que ingerimos (exdgeno) para poder contrarrestar los efectos de
radicales libres y ROS que se encuentren en exceso. Al existir un alto grado de factores de riesgo
para multiples enfermedades, se ha puesto a cabo el estudio de obtencion de antioxidantes
naturales como se los puede encontrar en plantas, frutas vegetales, que segun estudios poseen un
alto grado de accion antioxidante que ayudarian a combatir las ROS, y asi poder reducir la tasa
de mortalidad derivada de enfermedades causadas por el factor de hiperuricemia, fomentando la
buena alimentacién y el uso racional de medicamentos que tratan estos trastornos a causa de sus

efectos adversos a largo plazo (Lobo et al., 2010: p. 123).

3.8.1. Fuente Enddgena

Los antioxidantes que se tienen dentro del organismo a manera de enzimas, algunos ejemplos de
estas son el glutation peroxidasa (GSH-Px) que convierte los (H202) y (OH") en formas no toxicas
por oxidacion reducida en disulfuro de glutation , otra fuente es la enzima superédxido dismutasa

(SOD) que convierte el anién superoxido en H.0O-, descomponiéndose la misma en H,O'y O, Por
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otro lado se tiene a la enzima catalasa (CAT) que evita la produccion de radicales (OH).No
obstante hay que recordar que los ya antes mencionados son enzimaticos pero de igual manera
de alli se tiene también antioxidantes no enzimaticos que son aquellas que interactian con las
ROS vy finalizan su cadena de reaccion, como lo son la albumina, la bilirrubina y tocoferol,

representando en un 80% de su poder antioxidante dentro del plasma celular (Liguori et al,. 2018: p.
758).

3.8.2.  Fuente Ex6gena

Dentro de los antioxidantes exdgenos podemos destacar a la vitamina C y E cuya funcién es
eliminar el anién hidroxilo y superédxido y la intervencién en la peroxidacién lipidica en las
membranas de la célula respectivamente. También se pueden destacar a los antioxidantes

fendlicos como son zinc, flavonoides, resveratrol lecitinas, selenio (Liguori et al,. 2018: p. 758).

3.8.2.1. Clases

Se tiene antioxidantes naturales y sintéticos. Dentro de los naturales son aquellos que contienen
aceites y grasas para elaboracion de alimentos, medicamentos y suplementos. Por otro lado, los
sintéticos son elaborados a partir de compuestos fendlicos, como el hidroxitolueno butilado (BHT)
y el hidroxianisol butilado (BHA) son también utilizados para elaboraciéon de medicamentos e
inclusive como aditivos para ciertos alimentos procesados, pero debido a su inestabilidad y
volatilidad, las grandes industrias estan inclinandose a la utilizacion de fuentes naturales de

antioxidantes (Liguori et al,. 2018: p. 758).

3.9. Autografia

Autografia, es un método que se utiliza para poder detectar actividades antimicrobianas,
enzimaticas, antifungicas y antioxidantes. Y a su vez separar compuestos usando métodos como

Cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPTLC)
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cromatografia laminar de rendimiento 6ptimo (OPLC) y la electrocromatografia capilar (CEC).
El método posee un alto grado de sensibilidad en combinacion de la separacion cromatografica y
determinacion de actividad in situ, facilita la localizacién y asilamiento de compuestos activos en

una mezcla, teniendo como ventajas un rendidor de tiempo y bajo costo econémico de consumo
(Ramallo, Zacchino, & Furlan, 2006, pp. 15-16).

3.9.1.  Autografia de contacto

En este tipo de autografia la placa de TLC con la mezcla de compuestos se siembre sobre el agar
luego se lo deja que se solidifique para que posterior a ello mediante difusién los compuestos de
la placa que posean, se fijan y pueda luego retirarse e incubarla. Las zonas de halos de inhibicion
se podran distinguir, donde se podran apreciar por la actividad que se encontraba en contacto con

la capa del agar (Chomay Grzelak, 2011, p. 2685).

3.9.2.  Autografia directa

La placa de TLC con la mezcla de componentes previamente preparada es sumergida en
suspension de interés, para incubarse y poder observar las zonas en donde no hubo actividad
alguna que correspondan a la actividad bioldgica esperada. El principio de este método se basa
en gue una placa desarrollada de TLC se sumerge en una suspension de reaccion. Los lugares en

donde se detecta actividad bioldgica se muestran como zonas de inhibicidn (Rivas-Morales, 2016, p.
88).

3.9.3.  Autografia en inmersion (superposicion de agar)

Aquella técnica que combina la autografia de contacto por poseer el agar y mantenerlo en la

superficie de la placa de TLC y una transferencia de compuestos de la placa de agar, una vez que
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es cubierta se gelifica, y continua con la siembra de la enzima teniendo en cuenta que el agar debe

mantenerse bajo temperaturas de 45°C (Choma y Grzelak, 2011, p. 2686).

3.10. Inhibidores de XO

3.10.1. Sistema xantina/xantina oxidasa/NBT

O o
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Figura 8-1: Mecanismo de reaccion de Sistema
xantina/xantina oxidasa/NBT

Fuente: (Alves etal., 2010)

Este método se basa en la aplicacion de una solucion que contiene la enzima XO y NBT; donde
se genera oxidacion de Xantina Oxidasa produciendo radicales superdxido, que reducen el
reactivo NBT con una coloracion que cambia de amarillo palido a un formazéan purpura intenso.
Las sustancias que son capaces de inhibir la reaccion de la enzima evitaran que se produzca O2 y

por ende formaran formazan (Ramallo et al. 2006, p. 17).

3.11. Determinacion de captadores de radicales libres

El descubrir métodos de deteccion de ROS para la comunidad cientifica no ha sido facil por la
complejidad de reacciones que poseen los mismos por el tipo de especies quimicas que puedan
estar presentes. Esto complica més aun en el &mbito experimental y de desarrollo de sistemas que

colaboren a entender el comportamiento de los ROS para asi poder con exactitud como inhibirlas
(Greenwald, 2018, p. 117).
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3.11.1. Método DPPH*

Método desarrollado por el afio 1958 por el investigador Marsden Blois, en donde da a conocer
gue este método se basa en la utilizacion del radical libre de DPPH* para poder examinar y evaluar
el potencial antioxidante de un compuesto o del extracto como tal para la captacion de radical

DPPH*, ademas de ello presenta excelente estabilidad (Oliveira, 2015, p. 36).

Q\NQ @\q/@
y N
+ RH + R
O, NO, O,N NO,
NO,

NO,

Figura 9-1: Estructura del sistema DPPH* y su reduccién por un antioxidante
Fuente: Gupta, 2012

El método consta de medir la capacidad para captar radicales libres por antioxidantes. Un electrén
del &tomo de nitrégeno en el sistema DPPH* se reduce al captar el atomo de H del antioxidante

dando lugar a hidracina (Kedare y Singh 2011: p. 412-413).

El ensayo se basa en la medicién de la capacidad de captacion de radicales libres por parte de
sustancias antioxidantes. El electron del &tomo de nitrogeno en el DPPH* se reduce al recibir un
atomo de hidrogeno del antioxidante para dar lugar a la hidracina (Kedare y Singh 2011: p. 412-413).
Esto se puede evidenciar por el cambio de coloracién violaceo propio del DPPH* a un amarillento
palido por presencia de acido picrico (Molyneux, 2004, p. 212).

3.11.2. Sistema NADH/metosulfato de fenazina/NBT

Este sistema evalUa la capacidad para la captacion de radicales superoxido, dividiéndose en dos
etapas, una la oxidacion de NADH por medio de PMS y la segunda la reduccion de NBT por

transferencia de electrones que provienen del anidn superdxido para generar formazan purpura
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con 570nm, la disminucién de esta a 560nm con el uso del antioxidante da a conocer que hay

consumo de O2 en la reaccién (zapata, 1996, p. 410).

s NADH /’:S—z/“" ‘ .
N\ OCHy WO
C :,'\/: :: Formazan
&y, Oxidized 20,
PMS )
-2¢°,-H*
\ 20y
= h
|
o
N

o NO; O
&y, Reduced
! " Pms R 2
o o<t” o
NH, =M Py
2 Sl o
X, < N
N N\ _/
& j j NO NJ oM, Hed
o gh ’\S_Z o
OH HO' OH =
NAD*

Figura 10-1: Mecanismo de reaccion del NADH/metosulfato

de fenazina/NBT
Fuente: (Lino, 2014)

3.11.3. Sistema Riboflavina/Luz/NBT

Este sistema por realizado y desarrollado en el afio de 1971 por Beuchamp y Fridovich para
encontrar de manera indirecta la actividad de la enzima superédxido dismutasa (SOD), que se basa

en capacidad de poder inhibir las reacciones realizadas por aniones super6xido (Cheng et al., 2015;
p. 272).
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Figura 11-1: Mecanismo de reduccion de

NBT por fotolisis de B>

Fuente: (Cheng et al. 2015)

El método se basa en el analisis por medicion de la inhibicién de fotoreduccion de nitroazul de
tetrazolio (NBT). En donde se tiene varias reacciones primero la Riboflavina exaltada
fitoquimicamente se reduce a metionina y luego en una semiquinona donando un electrén al O2
para formar la fuente de superdxido, mismo que se convierte en NBT tomando una coloracion

formazan morada (Piacham et al., 2003, p. 1254).
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CAPITULO II

2.  MARCO METODOLOGICO

2.1.  Lugar de Investigacion

El presente trabajo de titulacion se realiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales perteneciente
a la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en Riobamba.

2.2.  Recoleccion del material vegetal

Para la recoleccion del espécimen se dirigié un oficio al Ministerio del Ambiente, ubicado en la
ciudad del Puyo; mismo que autorizd y entregd el acta de movilizacion de especimenes de vida
silvestre Nro. DPAP-UPN-VC-2019-064 en calidad de Investigacion del Convenio Marco de
Acceso a Recursos Genéticos MAE-DNB-CM-2018-0086 delegado como "ESTUDIO DE LA
BIODIVERSIDAD EN EL ECUADOR, ECOLOGIA, CONSERVACION Y SU USO
POTENCIAL Y SOSTENIBLE con lo cual se pudo proseguir a recolectar las hojas de Psychotria
stenostachya en estado de fructificacion desde el canton Santa Clara, perteneciente a la provincia

de Pastaza. Alrededor de las 4 pm en el mes de Diciembre del 2019.

2.3. Identificacion botanica

La identificacion del espécimen fue determinada por el Ing. Jorge Caranqui, botanico

responsable del Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).
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2.4.

2.4.

1.  Equipos

Equipos, materiales y reactivos

Tabla 1-2: Lista de equipos utilizados durante la ejecucién del trabajo de titulacion

Tamizaje
Acondicionamiento de la especie vegetal Fitoquimico
Estufa de Molino “Arthur. Balanza Sorbona
conveccién Thomas” Analitica Refrigeradora
Control de Calidad
Estufa “Memmert Reverbero de Mufla Balanza analitica

SNB”

doble hornilla

Obtencion del extracto de alcaloides totales

Almacenamiento

de Reactivos y

muestras
Sonicador Rotavapor pH-metro Congelador-
“Heidolph” Refrigeradora
Ensayos autogréficos
Termoagitador Centrifuga Agitador Vortex Lampara
magnético fluorescente
“Thermo” 20watts
TermoOmetro Pipeta Camara UV “Gel Analyzer”
digital automatica Software
“Thermo
Scientific”

Realizado por: Rodriguez, Huilmar. 2020
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2.4.2. Materiales

Tabla 2-2: Lista de materiales utilizados durante la ejecucion del trabajo de titulacion

Control de Calidad

precipitacion de
250 ml y 500 ml

ml

1000 ml

Papel filtro Embudo Tripode Desecador
Crisoles de Pinza de crisol
porcelana
Tamizaje fitoquimico
Tubos de ensayo y Envases de vidrio Pipetas pasteur Pipetas
gradilla de color &mbar de graduadas
500 ml de5mly 10
ml
Obtencion de extracto de alcaloides totales
Balon de Envases de vidrio Embudo de Vaso de
destilacion de color ambar de decantacién precipitacion
esmerilado 1000 ml de 500 ml
“Heidolph”
Ensayos autogréficos
Placas TLC Puntas amarillas capilares Papel
silicagel de 7x2 para pipeta aluminio
Vaso de Erlenmeyer de 50 Baldn de aforo de Embudo

Realizado por: Rodriguez, Huilmar. 2020

28




2.4.3. Reactivos

Tabla 3-2: Lista de reactivos utilizados durante la ejecucion del trabajo de titulacién

Trietilamina

Oxidasa

Control de Calidad
Nitrato de plata 0,1 Agua destilada Acido clorhidrico al Acido
mol/L 10% nitrico
Tamizaje fitoquimico
Eter dietilico Etanol 96% Agua destilada Reactivo de
dragendorff
Reactivo de Mayer Reactivo de Acido clorhidrico Alcohol
Wagner concentrado amilico
Reactivo de Reactivo de Reactivo de Reactivo de
Brontrager Shinoda Liebermann- FeCl;
Burchard
Reactivo de Baljet Reactivo de Reactivo de Carbonato
Fheling Ninhidrina de sodio
Metanol Agua Destilada Solucién acuosa de Solucioén
Sudéan IV acuosa de
Sudan 11
Obtencion de extracto de alcaloides totales
Hidroxido de Acetato de etilo Goma Arabiga Acido
amonio 25% Sulfdrico al
2%
Sulfato de sodio Eter de petroleo Metanol
anhidro
Ensayos autogréaficos
Solucion de DPPH* Agar (5 mg/ml) Acido ascorbico EDTA
Solucién de NBT Agua destilada Fosfato Fosfato
monopotasico dipotésico
Rivoflavina Taxifolina Solucion NADH Fenofosfato
de fenazina
(PMS)
Cloroformo y Xantina (sustrato) Solucion de Xantina Alopurinol

Realizado por: Rodriguez, Huilmar. 2020)
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2.5.  Técnicas y métodos

2.5.1.  Acondicionamiento de la materia vegetal

Para este proceso de investigacion se utilizd las hojas de Psychotria stenostachya, se procedié a
limpiar, ademés fueron secadas por 12 horas en la estufa a 50 °C y trituradas en un molino de
cuchillas hasta obtener pequefias partes de entre 2 a 3 milimetros, se guard6 en fundas negras

completamente limpias y almacenadas en un ambiente obscuro a 25°C “para su posterior analisis.

2.5.2. Control de calidad

2.5.2.1. Contenido de humedad

Se llevo a cabo el procedimiento por triplicado, por desecacion en la estufa mediante el método
gravimétrico; en un capsula previamente tarada colocar 2 mg de material vegetal, desecar a 105°C

por 3 horas, enfriar a temperatura ambiente, pesar y repetir hasta obtener peso constante (Miranda,
2002, pp. 12).

2.5.2.2. Cenizas totales

La determinacién de cenizas totales se realiz6 a través del método gravimétrico (Miranda, 2002, pp.
8-9).

2.5.2.3. Cenizas solubles en agua

La determinacidn de cenizas solubles en agua se realizé a través del método gravimétrico (Miranda,
2002, p. 10).
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2.5.2.4. Cenizas insolubles en &cido clorhidrico

A través del método gravimétrico se hace la determinacion de cenizas insolubles en éacido

clorhidrico, se procedi6 en base al escrito de las Normas Ramales de Miranda.

2.5.3.  Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se lo realizo de acuerdo a los requerimientos de las Normas Ramales de
Miranda et al, donde se requiri6 pesar 20 mg de material vegetal seco de Psychotria stenostachya.
Para posterior extraer sucesivamente por maceraciéon durante 48 horas con éter dietilico, etanol
96% Yy agua destilada. Para la deteccion cualitativa de los principales grupos fitoquimicos se
realizaron los siguientes ensayos: Dragendorff, Mayer, Wagner, Liebermann-Burchard, FeCls,
Shinoda, Brontrager, antocianinas, Sudan, Baljet, catequinas, Fehling, resinas, ninhidrina,

espumas, mucilagos y principios amargos (Miranda 2002, p. 15-22).

2.5.4. Obtencion del extracto total de alcaloides

Por medio de la maceracion se procedi6 a la obtencion de alcaloides, en el que se utiliz6 50 g de
planta seca de Psychotria stenostachya en 500 mL de metanol absoluto durante 72 horas; al

mismo tiempo por el lapso de 1 hora el macerado se someti6 a sonicacion, una vez al dia.

Se filtra el extracto metandlico para posterior concentrar en el rotavapor a temperatura de 50°C y
presion reducida y de esta manera se consigue el extracto crudo seco. Para restablecer los
componentes se empled 200 mL de H2SO4 (2% v/v), esto nos ayudo a solubilizar los alcaloides;
se repitio la filtracion, se utilizé éter de petr6leo por ocho veces consecutivas para desengrasar,
es asi que se obtiene una fase etérea organica (aceites, ceras, mucilagos) y una fase acuosa acida

(alcaloides) a la que se basifico con NHsOH (25% v/v) hasta llegar a pH 9.

Se realizé una extraccion de alcaloides con acetato de etilo por 3 repeticiones, consecuentemente
para eliminar el agua sobrante se afiadi6 goma arabiga y sulfato de sodio anhidro. Por Gltimo, se
filtro el extracto y se evapord a presion reducida en el evaporador rotativo a temperatura de 50°C;

hasta obtener el extracto bruto de alcaloides totales, hasta su uso se conservé en un frasco ambar
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y se procede a pesar. Para desarrollar los ensayos se reconstituyo con metanol absoluto.

2.5.5.  Cromatografia en capa fina (TLC)

En las placas TLC 6x4cm, se sembr6 en un mismo punto 10 uL de la solucion de alcaloides totales
de P. stenostachya (uL/mL). Se emple6 cloroformof/trietilamina/metanol (6:0.5:0.6, v/v/v) para la
fase movil, posterior la placa se implanté al envase que contiene el solvente, retirar la placa, secar,
revelar en la camara UV a 254 nmy calcular el Rf mediante la siguiente formula:
Rf=distancia recorrida por el soluto (dr)/distancia recorrida por la fase movil

(drm)

2.5.6.  Ensayos Autograficos

Se tom6 como referencia la metodologia desarrollada por Ramallo et al, para realizar los ensayos
(20086, p. 17) donde explica los métodos de inhibicién de XO y captacion de radical su peroxido, se
baso en lo descrito por Huang et al. (2014, pp. 1-2). La Captacion de radicales libre DPPHe

En las placas de TLC se sembré en orden creciente 10uL de las diluciones de P. stenostachya (1,
5, 10, 50 y 100 pg), aplicando el método “dot blot”; se procedio a secar la para los diferentes
ensayos. Y a través del programa GelAnalyzer se mide de manera cuantitativa y de manera
cualitativa se medi6 el didmetro de los halos de inhibicion, dando un resultado por la intensidad

del color.

2.5.6.1. Modelo DPPH*

Posterior de sembrar, la placa fue sumergida por un lapso de 5 segundos en la solucion etandlica
de DPPHe- (0.2 mM), se sec6 al ambiente; el resultado se verifica cuando existe manchas amarillas
Unicamente en los lugares de actividad con un fondo purpura; como estandar se empleé el acido
ascorbico por su actividad antioxidante. Los casos se probaron las siguientes cantidades de
muestra: 1, 5, 10, 50 y 100 ug.

2.5.6.2. Modelo riboflavina/luz/NBT

En la mezcla de EDTA (1 mM), PBS (50 mM) y agua destilada, se colocé el agar (1 mg/mL) el
cual fue disuelto a 80 °C, la solucién se enfrid hasta 60°C en ese momento se afiadio la solucién
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de NBT (0.22 mg/mL) y solucion de riboflavina (0.0125 mg/mL) previamente filtrada, obteniendo
la solucion. Aproximadamente 5 mL de la solucion de riboflavina fue distribuido sobre la placa
TLC, se dejo solidificar el agar en un lugar libre de luz, para que la reaccion comience
consecuentemente se emple6 una ldmpara fluorescente de 20 W. Las zonas muestran color claro
con un fondo morado cuando existe captacion de radicales superoxido, se corroboré con el

estandar usado que fue la taxifolina.

2.5.6.3. Modelo NADH/ NBT/metosulfato de fenazina (PMS)

El agua destilada y la mezcla de EDTA (1 mM), PBS (50 mM) pH 7,9, se coloco el agar (1
mg/mL) el cual fue disuelto a 80 °C, la solucidn se enfrid hasta 60°C para colocar la solucion de
NADH (0.117 mg/mL) y NBT (0.22 mg/mL) , dando como resultado la solucion de NADH.

Sobre cada una de las placas de TLC fue distribuida la solucion preparada de NADH tanto P.
stenostachya como de la taxifolina usada como referencia, para luego solidificar las placas fueron
sumergidas en la solucién de PMS (2.7 uM) a temperatura ambiente durante 20 minutos en un
ambiente obscuro. Al existir una captacion de radicales superoxido se presentan manchas color

claro con un fondo purpura.

2.5.6.4. Modelo de inhibicion XO

Fue disuelto a 80 °C en una mezcla de EDTA (1 mM) el agar (1 mg/mL), PBS (50 mM) y agua,
para incorporar la solucién de NBT (0.22 mg/mL) se enfrié hasta 55°C, cuando la temperatura
disminuye hasta los 50 °C se afiade la solucién de XO (68 mU/mL) posterior a lo cual se mezcld

la solucién obtenida.

Sobre las placas de TLC tanto de P. stenostachya y de alopurinol se distribuy6 aproximadamente
5mL y en un ambiente oscuro se dejé solidificar, fue sumergido en la solucion de xantina (3 mM)
e incubado a 38 °C en oscuridad por el lapso de 20 minutos usando el bafio maria. Al existir
inhibicién de XO aparecen como zonas claras sobre un fondo parpura oscuro.

Dado que el ensayo de XO produce radicales superéxido como indicador de la actividad
enzimatica, los captadores de radicales 02- —podrian resultar falsos positivos. Es asi que para
diferenciar entre un inhibidor puro de XO y un captador de 02- —se probaron dos sistemas de
generacion no enzimatica de superoxido: riboflavina/luz/NBT y NADH/NBT/metosulfato de

fenazina (PMS) (Ramallo et al., 2006, p. 17).
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CAPITULO Il

3.  MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS

En el siguiente capitulo se puede apreciar los resultados obtenidos a través de los métodos y

técnicas descritos en el capitulo 11.

3.1. Control de calidad del material vegetal

Tabla 1-3: Resultados de los pardmetros de calidad de P. stenostachya

Humedad (%) Cenizas totales  Cenizas solubles  Cenizas insolubles

(%) en agua (%) en acido (%)
Psychotria
stenostachya 7.3421+0.0051  6.1423+0.0020 3.7711+0.0012 1.2312+0.0231
Referencia
Farmacopea 10-12 Hasta 12 7 3
Britanica
2012

Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2020)

En la tabla 1-3 se puede apreciar los resultados del control de calidad que se realizé a la especie,
se puede destacar los resultados se encuentran bajo parametros idoneos segun la Farmacopea
Europea 2012, teniendo un valor de humedad de 7.3421% mismo contribuye a la seguridad y
calidad, ya que la humedad provoca degradacion de los principios activos y crecimiento de
microorganismos dafiinos. Luego se tiene valores de cenizas totales de 6.1423%, cenizas solubles
en agua con un valor de 3.7711% y cenizas insolubles en &cido con un valor de 1.2312%,
conociendo que este parametro de calidad permite saber que en la planta hayan compuestos

organicos e inorganicos como cloruros, carbonatos, fosfatos y minerales (Kunle et al., 2012, p. 10
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3.2.  Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se ejecutd a través de valoraciones de coloracion y precipitacion para
detectar la presencia de metabolitos secundarios presentes en los extractos alcoholico, etéreo y
acuoso con uso de solventes organicos como etanol, éter etilico y agua destilada respectivamente

en hojas secas de P. stenostachya.

Tabla 2-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de extractos de P. stenostachya

TAMIZAJE FITOQUIMICO

Ensayos Extracto Extracto Extracto Metabolitos
AcCu0s0 Alcohdlico Etéreo
Wagner ++ +++ - Alcaloides
Mayer +++ + - Alcaloides
Dragendorff +++ +++ - Alcaloides
Espuma - - NA Saponinas
Cloruro férrico ++ ++ NA Taninos y
fenoles
Resinas NA - NA Resinas
Fheling +++ +++ NA Azlcares
reductores
Mucilagos - NA NA Mucilagos
Ninhidrina NA - NA Aminoacidos
Borntrager NA +++ NA Quinonas
Liebermann- NA +++ ++ Esteroides/Terp
Burchard enoides
Shinoda + +++ NA Flavonoides
Baljet NA ++ ++ Lactonas y
cumarinas
Catequinas NA + NA Catequinas
Sudan NA NA ++ Aceites y grasa
Principios - NA NA
amargos
+++: Reaccion de gran intensidad; ++: Reaccion de mediana intensidad; +: Reaccion de baja intensidad; -: No detectado; NA:

No aplica
Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2020.

En la tabla 2-3, se puede observar los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico de los tres
extractos realizados (acuoso, alcohdlico y etéreo) pertenecientes a la especie P. stenostachya.
Dentro de estos resultados se puede destacar la presencia de alcaloides gracias a los ensayos de
Wagner, Mayer y Dragendorff, también se denota presencia de taninos terpenoides, fenoles,

azucares reductores y flavonoides.
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Con respecto a estos hallazgos descritos, se puede acotar que existen investigaciones donde
identificaron los compuestos triterpenos pentaciclicos, &cido ursélico y oleandlico; los esteroides
24-metilen-cicloartanol, estigmasterol y [-sitosterol; los esteroides glicosilados 3-O-B-D-
glucosil-B-sitosterol y 3-O-B-D-glucosil-estigmasterol; un triterpeno poliinsaturado, escualeno;
los ésteres de glicerol el 4-metil-epi-quinato y dos alcaloides inddlicos, N, N-dimetiltriptamina
(DMT) siendo este ultimo un alcaloide que se encuentra en gran concentracién en las especies

P.viridis y B. caapi (Soares et al. 2017: pp. 930- 932).

3.3. Obtencion del extracto total de alcaloides

Tabla 3-3: Rendimiento de la extraccion total de alcaloides de P. stenostachya

Peso de la

Material muestra vegetal Solvente de Extracto total de  Rendimiento
vegetal seca (g)g extraccion* alcaloides (mg) (%)
Hojas de P.
stenostachya 50 Metanol 500 mL 380 0.76

Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2020)

El rendimiento de las hojas de Psychotria stenostachya fue de 0,76%, por medio de la extraccion
liquido-liquido con solventes organicos para la realizacion de la acidificacion, reconstitucion
desengrasado y basificacion. Cabe destacar que el rendimiento depende de varios factores como
la presion a la que se encuentre la planta, la temperatura a la que se expone, la luz, su
procedimiento de extraccion e inclusive de la naturaleza del solvente a utilizar todo estos pueden
afectar significativamente el rendimiento con el que se extrae y por ende los metabolitos de

importancia investigativa.
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3.4. Cromatografia en capa fina (TLC)

Tabla 4-3: Datos resultantes de la determinacién de Rf en TLC del extracto alcaloidal de P.
stenostachya.

Extracto alcaloidal dem (cm) dr (cm) Rf

Alcaloides totales de P.
3.9 2.3 0.589
stenostachya

Realizado por: Huilmar Rodriguez, 2020

El Rf que present6 P.stenostachya fue de 0,589 por lo que, probablemente los compuestos
identificados se traten de una amina, de manera mas especifica, de compuestos derivados de la

monoamina triptamina (Pereira, 2013, p: 5).

Adicionalmente, se conocen estudios donde demuestras que el género Psychotria es caracterizado
por presencia de alcaloides cuyo principal aminoécido es el triptofano (Martins y Nunez, 2015a, p.
13428). Lo cual tiene una relacion a fin, con el resultado obtenido a base de la cromatografia en
capa fina.
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3.5.  Ensayos autograficos

A continuacion se podra observar los datos en unidades arbitrarias sobre las areas calculadas de
inhibicion por medio del programa GelAnalyzer en donde nos dara por concentracién en pg los
datos de concentraciones en comparacion sobre un estandar y la placa de la muestra preparada e

incorporada de alcaloides totales de P. stenostachya.

3.5.1. Captacion de DPPH*

Tabla 5-3: Capacidad de captacion DPPH* de 4cido ascérbico y los alcaloides totales
Areas de inhibicién

hg Acido ascorbico Alcaloides totales de
P.stenostachya

100 17582 28032

50 16072 27400

10 9334 23385

5 8514 21736

1 5241 7520

Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2019.

1
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10ugF...........
® P.stenostachya
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100pg

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 Raw volumen
Areas de inhibicién (volumen bruto)

Gréfico 1-3: Comparacion de concentraciones de acido ascorbico y alcaloides totales delas
areas de captacion de DDPH*

Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2020.
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En el grafico 1-3 se puede observar gracias a la prueba autografica la relacion entre los resultados
del control positivo y la muestra ensayada, las cuales, indica una gran capacidad de captacion de
radicales libres por parte de la muestra ensayada. Adicionalmente se aprecia que posee una
actividad muy pronunciada sobrepasando al control positivo (&cido ascdrbico). De esta manera se
da a conocer que la fraccion alcaloidal actia como captador de radicales libres, por lo tanto se

puede decir que posee actividad antioxidante.

3.5.2. Sistema Riboflavina/Luz/NBT

Tabla 6-3: Captacion de O, Riboflavina/Luz/NBT de taxifolina y Alcaloides totales

Areas de inhibicién

K9 Taxifolina Alcaloides totales de
P.stenostachya

100 9461 6422

50 7699 5512

10 5380 3438

5 3183 2842

1 1422 1356

Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2020.
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0
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0 2000 4000 6000 8000 10000 Raw volumen

Areas de inhibicién (volumen bruto)

Gréfico 2-3: Comparacion de concentraciones de Taxifolina y alcaloides totales de las
areas de captacion de 02*— por Modelo Rivoflavina/luz/NBT.

Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2020.
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Mediante el modelo Rivoflavina/Luz/NBT se pudo evaluar la captacion de radical superoxido
como se observa en la tabla 2-3, en donde de igual manera que en el ensayo anterior, el valor
aumenta proporcionalmente a su concentracion. Ademas, se identificé las areas de inhibicion
siendo el control positivo (taxifolina), debido a la presencia de un mayor nimero de halos bien
pronunciados de color claro o amarillento con fondo morado, este fendmeno es indicativo de

captacion de 02- —.

3.5.3.  Sistema NADH/PMS/NBT

Tabla 7-3: Captacion de O,” modelo NADH/PMS/NBT de taxifolina y Alcaloides totales
Areas de inhibicion

ne Taxifolina Alcaloides totales de
P.stenostachya

100 10405 6595

50 9338 5510

10 7280 4877

5 5213 2400

1 3809 1115

Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2020.
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Grafico 3-3: Comparacion de concentracipnes de Taxifolina y alcaloides totales de las areas

de captacion de 02*— por Modelo NADH/PMS/NBT
Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2020.
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En la gréafica 3-3 igualmente se evalu6 la captacion de radical superéxido por medio del ensayo
NADH/PMS/NBT, y en esta grafica se demuestra que ambos exhiben igual actividad captadora
ya que a pesar de que el control positivo (taxifolina) es mucho mayor respecto a la muestra de
P.stenostachya. No excluye que esta no presente actividad. Sin embargo, sus areas de inhibicién

aumentan a medida que sus concentraciones se elevan, presentando una relacién proporcional.

3.5.4.  Ensayo de Inhibicion de xantina oxidasa (XO)

lpg  (————

o |
R ]
2
5]
S 10 I—l
]
‘q&; He m P.stenostachya
e .
5 SOHE | — ® Alopurinol
o
00 |
]
/ /
0 5000 10000 15000 Raw volumen

Areas de inhibicion (volumen bruto)

Grafico 4-3: Comparacion de concentraciones de Alopurinol y alcaloides totales de
las areas de inhibicion para Xantina Oxidasa

Realizado por: Rodriguez Huilmar, 2020.

En la gréfica 4-3 se aprecia los resultados obtenidos en el ensayo autogréfico de inhibicion de
X0, se observa que el control positivo (Alopurinol) presenta actividad mucho mayor, demostrada
por halos de inhibicién de color claro luego de ser expuesta a determinado tiempo bajo oscuridad,
y presentando un area de inhibicién significativamente mayor respecto al nulo efecto de la
fraccion alcaloidal. Sin embargo a pesar de no poseer actividad frente XO, es importante y
destacable su capacidad de captacion DPPH* al igual que de radical superdxido. Por lo tanto, se

puede decir que su actividad antioxidante sobre radicales libres es predominante.

41



3.6. Discusion

Los ensayos autograficos y de captacion de radicales libres DPPH*, realizados a la especie
P.stenostachya, presentaron resultados significativos evidenciando su actividad antioxidante y
captadora de electrones. Segun varios estudios in silico, dentro de la estructura aminoindol
perteneciente a las triptaminas, se muestra actividad antioxidante por la presencia del atomo de
nitrégeno del anillo de indol de manera intrinseca, por lo que le confiere la capacidad de

desarrollar moléculas activas frente a radicales *OH y ROO* (Bentz et al., (2018: p. 6387)

Martins y Nunez, (2015 p. 13428) presentan un estudio referente a los metabolitos secundarios de
las especies Rubiaceas, en el cual dan a conocer que el género Psychotria a parte de poseer
metabolitos con actividades antioxidantes, también poseen actividades analgésicas para tratar
dolencias gastrointestinales, siendo acreedora de esta actividad la P.colorata, De igual manera
prevalece actividades sobre el sistema nervioso central tal como lo representa la especie de planta
P.viridis, siendo utilizada para la bebida ancestral conocida como “ayahuasca” la cual permite la

amplificacion de percepciones de los sentidos.

Por otra parte, el potencial antioxidante es una de las principales actividades de los alcaloides
dentro del género Psychotria, diferentes estudios han reportado que a base de estudios
fitoquimicos y cromatografia de alto rendimiento (HPLC), el ensayo de captacion de radicales
libres (DPPH*) y el ensayo de Blanqueamiento de [-caroteno y 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénicoacido) (ABTS) muestran que, algunos de los alcaloides que se
destacan son: polipirrolidinoindoles, quinolinas, y alcaloides indol monoterpénicos. Parte de
estos alcaloides también muestran efectos farmacoldgicos como la inhibicion de la agregacion
plaguetaria humana, la citotoxicidad, y actividad analgésica, asi como los efectos antimalaricos y

antileishmaniosos (Formagio, 2014, pp. 747-748).

A pesar de que P. stenostachya careci6 de actividad inhibitoria hacia Xantina Oxidasa, destaco
en poseer una actividad considerable como antioxidante en escala comparativa con las sustancias
de control positivo (taxifolina, y &cido ascérbico) siendo caracteristico de la misma especie

Psychotria.
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CONCLUSIONES

Por medio de los ensayos autograficos de RIBOFLAVINA/LUZ/NBT y NADH/PMS/NBT, se
pudo determinar que a partir de la fraccion alcaloidal de P.stenostachya existio actividad
antioxidante, es decir de captadora de radicales libres y superdxido, sin embargo, no exhibid
actividad inhibitoria frente a Xantina Oxidasa.

Se verificé la calidad de la materia prima por medio de pruebas como humedad, cenizas totales,
cenizas solubles en agua y acido, en donde se pudo apreciar que los valores resultantes fueron
favorables, en otros términos , que se encontraban dentro de los rangos establecidos, demostrando

idoneidad para los estudios posteriores sin inconveniente alguno.

En el tamizaje fitoquimico se demostré presencia de metabolitos secundarios, tomando como
cabecilla los alcaloides propios y caracteristicos de esta familia y especie, luego flavonoides,
taninos, quinonas, terpenoides, fenoles y esteroides en el extracto metandlico, acuoso y etéreo de

P. stenostachya.

La extraccion de la fraccion alcaloidal de P.stenostachya fue obtenida a partir de sus hojas en
maceracion con metanol. El solvente polar favorecié a la extraccion de alcaloides por la naturaleza
hidrosoluble que poseen; posterior a ello, se reconstituyd con cambios de pH utilizando solventes
organicos, teniendo como resultado 380.2 mg de extracto alcaloidal bruto con un rendimiento de
0,76%.

En la cromatografia en capa fina de P.stenostachya se observé un rf de 0,589, valor que segln
referencia bibliografica trata de un derivado del triptéfano, siendo parte del grupo de compuestos

de aminas propias de la especie Psychotria.



RECOMENDACIONES

Se recomienda como primer instancia el estudio a fondo sobre P. stenostachya, ya que al presentar
captacion de radicales libres considerable, posiblemente exista mas actividades que se puedan
destacar, ademas de realizar estudios farmacoldgicos con el propdsito y vision de medicamentos

con menos efectos adversos que los convencionales

Para la recoleccion de la planta se recomienda tomar en cuenta los factores ambientales y su
hébitat, ya que, pueden existir fallos experimentales por la temperatura, su presion o inclusive su
estado de fructificacion. De igual manera controlar procedimientos como maceracion, control,
desengrasado, concentrado de la planta, se debe hacer de manera cautelosa y minuciosamente,

para tener resultados congruentes.

Finalmente se recomienda que al estar en contacto con solventes y otros quimicos relacionados
a la investigacion, se debe tomar las medidas de bioseguridad adecuadas para evitar cualquier tipo

de inconveniente.



GLOSARIO

Abreviaturas
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Grados Celsius
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NBT
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PMS
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SNC

SOD
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X0
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Alcaloides indol monoterpénicos
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Milimolar

Nicotin adenin dinucleotido reducido
Nitroazul de tetrazolio
N-metiltriptamina

Organizacion Mundial de la Salud
Buffer fosfato salino

Metosulfato de fenazina

Pontificia Universidad Catolica del Ecuador
Factor de retardo

Especies reactivas de oxigeno
S-adenosil-metionina

Sistema Nervioso Central
Superéxido dismutasa

Sindrome de Stevens Johnson
Triptamina

Tetrahidroharmina

Cromatografia en capa delgada

Xantina oxidasa

Inhibidores de xantina oxidasa

Xantina Oxidorreductasa



TERMINOS

Autografia: Ensayo que combina la cromatografia plana y el método de deteccién bioldgica.
Siendo una técnica muy certera y econémica para analisis quimicos de extractos brutos de

especies vegetales e identificacion de moléculas con actividad farmacoldgica (Dewanjee et al. 2015:
p 75).

Alcaloide: Compuesto organico ciclico que posee nitrdgeno en estado de oxidacion negativo, lo
cual le confiere ser de naturaleza bésica. Este se deriva mayormente de compuestos

biosintéticamente de aminoécidos como: fenilalanina, tirosina, triptéfano y lisina (Wieczorek et al.,
2015: p. 133).

Antioxidante: Es aquella molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion, es decir la pérdida
de electrones, de otras moléculas, generalmente de sustratos biolégicos como lipidos, proteinas o
acidos nucleicos. La oxidacion de tales sustratos podra ser iniciada por dos tipos de especies
reactivas los cuales son los radicales libres, y aquellas especies que sin ser radicales libres, son

suficientemente reactivas para inducir la oxidacién (Umamaheswari. 2007).

Cromatografia en capa delgada (TLC): Andlisis cromatografico planar conocido como
autografia es un método bioldgico. Es un método eficaz y econdmico para el andlisis fitoquimico
de las plantas extractos para identificar compuestos bioactivos o metabolitos con importancia
biolégica. Por lo tanto, puede ser tanto en laboratorios de alto desarrollo como en los de pequefios
laboratorios de investigacién que tienen un acceso minimo a equipos sofisticados.(Dewanjee et
al. 2015)

DPPH*: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, radical libre estable, gracias a la deslocalizacion de uno de
sus electrones, mismo que hace impedimento de su dimerizacion y lo diferencia de otros radicales

libres (Kedare y Singh, 2011: p.1).



Especies reactivas de oxigeno

Las ROS o también llamadas especies reactivas de oxigeno son iones de oxigeno, radicales libres
y peroxidos tanto inorganicos como organicos que son generalmente moléculas de pequefio
tamafo y altamente reactivas por a la presencia de una capa de electrones de valencia no

relacionada (Ardan, 2004)

Hiperuricemia: Estado fisioldgico patoldgico en donde el acido Urico posee un valor superior a

7,0 mg/dL en hombres y superior a 5,7 mg/dL en mujeres dando a derivar multiples enfermedades.
(Ragab: 2017).

Radical libre: Especie molecular que posee un electrén que no esté unido a otro en un orbita

atémico, y su existencia no es de manera dependiente de otro. (Lobo et al., 2010: p. 118).

Radical superoxido: Elemento reactivo generado cuando el O2 es reducido por un solo electron

en una reaccion catalitica de enzimas. (Whaley-Connell et al., 2012: p. 1322).

Taxifolina: Flavonoide que posee un efecto neutralizador para radicales libres, encontrado de
manera general en aceite de oliva, uvas, citricos posee una actividad terapéutica funcionando
como hepatoprotector, antitumoral, neuroprotector e inclusive antiinflamatorio. (Razak et al., 2018,
p. 2).

Riboflavina: Conocida también como vitamina B2. Es un compuesto hidrosoluble que se
encuentra sintetizada por plantas y bacterias, ademas de que actlla como cofactor en diferentes
reacciones metabdlicas, la deficiencia de esta causa anemia, problemas cardiovasculares, cancer

entre otros. (Ghosh et al., 2019: p. 201).

Xantina Oxidasa: Se refiere a xantina oxidasa como a una forma de xantina oxido reductasa que
genera especies reactivas de oxigeno (ROS). Esta, es una enzima que cataliza la oxidacion de
hipoxantina a xantina y puede luego catalizar la oxidacion de xantina en &cido urico problema
que desencadena patologias. Ademas esta enzima juega un papel importante en el catabolismo de

purinas en algunas especies, incluyendo humanos. (Ardan. 2004)
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