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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar la actividad inhibitoria de xantina oxidasa (XO) y
radical superéxido (RSO) por parte del extracto alcaloideo de Palicourea amethystina
(perteneciente a la familia Rubiaceae) mediante autografia. Al realizar la maceracion con metanol
del material vegetal se obtuvo el extracto bruto liquido, el cual se sometié a una extraccion
liquido-liquido con cambios de pH para obtener el extracto alcaloideo, mismo que reporto 0.05%
de rendimiento de extraccion de alcaloides. Para los diferentes métodos autograficos se utilizaron
como soporte placas de Cromatografia de capa fina (TLC), en las cuales se sembraron muestras
del extracto alcaloideo de Palicourea amethystina a diferentes concentraciones (1 pg, 5 pg, 10
Mg, 50 ug y 100 pg) mediante la técnica “dot blot”. Para evaluar la actividad antioxidante se
empled el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) utilizando acido ascorbico como estandar,
y para la actividad captadora de radical superdxido se desarrollaron dos métodos: el primero
comprende riboflavina (B2), nitroazul de tetrazolio (NBT) y luz; el segundo implica nicotinamida
adenina dinucleétido reducido (NAD H), nitroazul de tetrazolio (NBT) y metosulfato de fenazina
(PMS); siendo taxifolina el estandar para los dos métodos. Por otra parte para evaluar la actividad
inhibitoria enzimatica se utilizo: solucion Stock enzima XO, buffer (PBS), NBT; como sustrato:
xantina, solucién buffer de fosfato y dimetilsulféxido (mejorar la solubilidad 0.025%) y como
estandar se usé alopurinol. Los resultados para la actividad antioxidante y radical superdxido
dieron positivo, sin embargo, no exhibe una actividad inhibitoria sobre xantina oxidasa. El aporte
que representa esta investigacion para la especie Palicourea amethystina es de gran relevancia,
debido a la escasa informacion que existe actualmente. Se recomienda realizar estudios

cromatograficos mas especificos para identificar el tipo de alcaloides que posee la especie.

Palabras clave: < BIOQUIMICA>, <FARMACIA>, <EXTRACTO ALCALOIDEO>, < 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)>, < RIBOFLAVINA>, < nicotinamida adenina dinucleétido de
hidrégeno (NAD H)>, < XANTINA OXIDASA> < RADICAL SUPEROXIDO>, <
METODOS AUTOGRAFICOS>

]
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SUMMARY

The objective of the investigation was to determine the inhibitory activity of xanthine oxidase
(XO) and superoxide radical (RSO) by the alkaloid extract of Palicourea amethystina (belonging
to the Rubiaceae family) by autography. When carrying out the methanol maceration of the plant
material, the crude liquid extract was obtained, which was subjected to liquid-liquid extraction
with pH changes to obtain the alkaloid extract, which reported a 0.05% vyield of alkaloid
extraction. For the different autograph methods, thin layer chromatography (TLC) plates were
used as support, in which samples of the alkaloid extract of Palicourea amethystina were seeded
at different concentrations (1 pg, 5 pug, 10 pg, 50 pg, and 100 pg) using the "dot blot™" technique.
To evaluate the antioxidant activity, the 2,2-diphenyl-1- picrilhydrazil (DPPH) method was used
using ascorbic acid as standard, and for the superoxide radical scavenging activity two methods
were developed: the first comprises riboflavin (B2), nitro blue tetrazolium (NBT) and light; the
second involves reduced nicotine adenine dinucleotide (NAD H), tetrazolium nitro blue (NBT)
and phenazine methosulfate (PMS); taxifoline being the standard for both methods. On the other
hand, to evaluate the enzyme inhibitory activity was used: Stock enzyme solution XO, buffer
(PBS), NBT,; as substrate: xanthine, phosphate and dimethylsulfoxide buffer solution (improve
0.025% solubility) and allopurinol were used as standard. The results for antioxidant activity and
superoxide radical were positive, however, it does not exhibit an inhibitory activity on xanthine
oxidase. The contribution that this research represents for the species Palicourea amethystina is
of great relevance, due to the lack of information that currently exists. It is recommended to
perform more specific chromatographic studies to identify the type of alkaloids that the species

[pOssesses.

KEYWORDS: <BIOCHEMISTRY>, <PHARMACY>, <ALKALOID EXTRACT>, <2.2
DIFENYL-1- PICRILHIDRAZIL> (DPPH), <RIBOFLAVIN>, <NICOTINE ADENIN
DINUCLEOTIDE REDUCED> (NADH), <XANTINA OXIDASA>, <RADO METHODS>.
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INTRODUCCION

La flora del Ecuador se reconocio6 desde el siglo XIX, pero no fue sino hasta el afio 2000 cuando
se publicé el Libro Rojo de las Plantas Vasculares del Ecuador. La diversidad de flora que posee
este pais ha sido fuente de diversas investigaciones, esto se debe a los componentes bioactivos
gue poseen las plantas ecuatorianas. En diferentes publicaciones se hacen referencia al uso que
daban los indigenas a las plantas que crecen en estos territorios; sin duda el estudio de flora
ecuatoriana ha ido avanzando cada dia. En la actualidad la gran mayoria de especies vegetales

son utilizadas por sus propiedades terapéuticas en beneficio de la salud (Afazco, 2008, pp.118).

La familia Rubiaceae se encuentra distribuida en ambientes tropicales, esta conformada por
diferentes géneros; de los cuales se han registrado 54 morfogéneros como: Psychotria (33.3%),
Faramea (28.6%), Coussarea (23.8%) y Palicourea (19%) fueron los géneros con mayor
diversidad de especies, estos géneros han llamado la atencién cientifica por su contenido de
metabolitos secundarios, siendo los alcaloides los mas importantes (Valois-Cuesta, et al., 2016, pp.1275-

1282).

Los alcaloides se han reportado en varias familias vegetales, pero principalmente en las
Apocinacea, Loganiaceae y Rubiaceae; todas del orden Gentianales. La gran mayoria de los
alcaloides se derivaban del aminoacido triptofano, como alcaloides de tipo bisindélico por
ejemplo: la vinblastina (utilizada en el tratamiento del mal de Hodgkin), vincristina (empleada en
el tratamiento de leucemia), y alcaloides ind6licos-monoterpénicos (ajmalicina y serpentina)
utilizados como agentes antihipertensivos contra las arritmias cardiacas y el mejoramiento de la

circulacion cerebral (Loyolaet al.2014, pp.67-94).

El género Palicourea es un grupo aliado de Psychotria, la diferencia entre ambos géneros radica
en el tipo de polinizacion (Taylor, 1989; citado en Cogollo et al.., 2003, pp.91-94). El estudio molecular de
gran importancia publicado por Nepokroeff et al. (1999) en donde indica que el subgénero
Heteropsychotria del género Psychotria debe pertenecer también al género Palicourea. Los
resultados de los estudios recientes de las especies paleotropicales fortalecieron la parecida
genética existente entre los dos géneros, nombrando al género Palicourea de la tribu Psychotrieae

como una tribu hermana, “sister tribe” autonoma bajo el nombre Palicoureeae (Razafimandimbison
et al. 2014; citado en Borhidi et al., 2015, p.1-48).



Los géneros Palicourea y Psychotria (familia Rubiaceae), han sido demostrados como una fuente
potencial de alcaloides y aproximadamente el 87% son alcaloides indélicos (De Carvalho et al.2017,
p.232). De acuerdo a diversos estudios se ha comprobado que el nicleo indol posee actividades

farmacolodgicas como: antinflamatorio, antioxidante, antifingico, analgésico e incluso anti-VIH
(Singh, & Singh, 2017, p.9).

Algunos estudios han demostrado que ciertas especies vegetales poseen actividad inhibitoria
sobre xantina oxidasa (XO) y capacidad captadora de radicales libres debido a su contenido de
alcaloides. Segun el estudio de Ahmad et al. (2010. p. 716) indica que los alcaloides oxindol de
Isatis costata presentan capacidad para disminuir la hiperuricemia, reforzando este estudio Sang
, etal. en el 2017 expone que los alcaloides de Nelumbinis folium poseen actividad inhibitoria de
XO, ideal para el tratamiento de hiperuricemia e incluso de la gota. Con respecto al género
Palicourea no existen investigaciones que reporten actividad inhibitoria de xantina oxidasa. Sin
embargo, existen trabajos experimentales que reportan la actividad antioxidante y captadora de

radicales superdxido, siendo responsable los compuestos fendlicos que posee este género (Giraldo,
Marcela & Ramirez, 2013, pp.483-491).

Segun el estudio realizado por Berger, etal. (2017, p.8) demuestra la presencia de alcaloides
harmala y derivados de la triptamina en seis especies del género Palicourea. Los alcaloides
derivados de la triptamina producen un cuadro anticolinérgico y efectos sobre el sistema nervioso
central, provocando delirios o alucinaciones, razon por la cual se utilizan en ceremonias religiosas
ancestrales (Burillo-Putze et al.2013, pp.505-518). Por otro lado, alcaloides derivados de la triptamina
como el DMT se ha relacionado con distintos diagnosticos psiquiatricos como la esquizofrenia y
con el tratamiento de la depresion, de igual manera en la produccién de un potencial
neurotransmisor como la serotonina (regula el estado de animo de una persona) (Brown et al., 2017,
p.4).

Identificacion del problema

El metabolismo de las purinas produce hipoxantina, la cual se transforma mediante la enzima
xantina oxidasa en acido Urico. Las consecuencias clinicas de un metabolismo anormal de purinas
desencadenan enfermedades como la hiperuricemia e incluso la gota (King, 2015, p2). En el
catabolismo de las purinas no solo se produce acido Urico sino también especies reactivas de

oxigeno (ROS) (Maiuolo etal. , 2016, p.1) las mismas que se han relacionado con enfermedades

2



neurodegenerativas como: el céncer, envejecimiento celular (ADN), inflamacion y trastornos
metabolicos (Bove et al.., 2017, p.27). Es por ello que al lograr inhibir la actividad de la xantina
oxidasa no solo seria empleada en el tratamiento terapéutico para hiperuricemia o gota sino

también para otro tipo de enfermedades (Rossal et al.2003, p.123).

Las reacciones de Oxido-reduccion se encuentran presentes en la naturaleza e incluso en las
células del organismo humano; estas permiten la degradacion de alimentos en sustratos mas
simples aquellos que aportan a la generacion de energia. En el proceso de respiracion celular se
consume oxigeno para generar ATP y como producto didxido de carbono y agua, pero ademas de

ello también se generan especies reactivas de oxigeno o radicales libres (Rossal et al.2003, p.134).

Los radicales libres son moléculas inestables, potencialmente reactivas que llega atacar a enlaces
de proteinas de los tejidos, carbohidratos, fosfolipidos e incluso a los &cidos nucleicos. La
generacion de radicales libres es un proceso natural y continuo, cuando el equilibrio entre la
generacion de RL y el sistema antioxidante se pierde, este da paso al estrés oxidativo donde se

produce cambios bioquimicos y fisioldgicos en la célula conllevandolas a la muerte celular (San-
Miguel & Martin-Gil, 2009, pp.106-113).

La muerte celular es la génesis de diversas patologias como las enfermedades

neurodegenerativas, diabetes e incluso en las mujeres embarazadas con preeclampsia (Rossal et
al.2003, pp.122-135).

Existe una serie de procesos patoldgicos atribuibles razonablemente al ataque de RL, al menos
estarian implicados en algunas de sus fases 0 secuencias bioquimicas, varios son los procesos
patologicos como varios son los descubrimientos llevados a cabo por diferentes grupos de
investigacion, que han ligado a los RL con patologias como el envejecimiento, ateroesclerosis,
cancer, catarata senil, diabetes mellitus, hipertension arterial entre otras (Elejalde et al. 2001, pp.50-
59).

En el siglo XXI, se ha observado un aumento en la incidencia y prevalencia de la gota en varios
paises, relacionado con los modernos habitos alimenticios y estilos de vida que a su vez pueden
desembocar en obesidad, hipertension y sindrome metabdlico (Alvarez Lario, & Alonso Valdivieso, 2014,

pp.760-766).



La frecuencia de gota en América Latina y el Caribe dentro de la poblacion masculina logra su
punto maximo a los 80 afios y afecta con una tasa mas baja entre los 15-19 afios. La gota se
considera como una de las enfermedades més debilitantes del sistema musculoesquelético. La
tendencia de gota se ha acrecentado en un 48% desde el afio 1990 al 2015, afectando a 1.5 por
100.000 personas (Maldonado G, et al., 2017, pp. 10-15).

Los datos del estudio de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de los Estados Unidos
(NHANES) 2017-2018, estimaron una prevalencia de gota del 3.9% (5.9% para hombres, 2.0%
para mujeres) y una incidencia de hiperuricemia de 21.4% (21.2% para hombres y 21.6% para
mujeres) (Maldonado G, et al., 2017, pp. 10-15).

Los medicamentos comUnmente prescritos para la enfermedad de la gota son el alopurinol y
febuxostat. EI empleo continlo de esto farmacos presentan reacciones adversas como:
hipersensibilidad, las cuales son infrecuentes, pero potencialmente graves, se presentan por
erupciones en la piel y en casos mas extremos el sindrome de Stevens —Johnson, reacciones
anafilacticas agudas y fallo hepatico. El coste del tratamiento con febuxostat es 10 veces superior

al de alopurinol, es por ello que no puede considerarse como el hipouricemiante de primera linea
(Iscoff Paula ,et al. , 2017, pp.104-110).

Es por todo estos motivos que el afan por encontrar posibles fuentes de metabolitos secundarios
como: fenoles (sustancias antioxidantes) y alcaloides (compuestos bioactivos) estd en auge.
Debido a la taxonomia de la especie Palicourea amethystina podria brindar resultados positivos

en esta investigacion.

Justificacion del problema

La familia Rubiaceae estd conformada por diversos géneros como: Psychotria, Faramea,
Coussarea y Palicourea, y los cuales presentan mayor diversidad de especies (Valois-Cuesta et al.
2016, pp.1275-1282). El género Palicourea en la actualidad se ha visto inmiscuida en varias
investigaciones esto se debe al paralelismo evolutivo con el género Psychotria, hallandose en este

Gltimo género alcaloides indélicos y moterpénicos (lkan, 1991, pp.1-69).



Sin embargo, no se ha registrado ningun estudio de especies de estos géneros como inhibidores

enzimaticos de xantina oxidasa.

En el Ecuador actualmente no existe un registro estadistico de la incidencia de hiperuricemia o de
gota. Sin embargo, la prevalencia de la gota oscila entre el 0,03% y el 15% en Nigeria'y Taiwan

respectivamente y con un valor promedio del 1-2% en los paises occidentales (Ruiz , 2017, p.26).

Su incidencia se estima en aproximadamente un 1 6 2 por 1.000 (Ruiz , 2017, p.26). Debido a la
fuerte relacion de estas enfermedades con el estilo de vida y con la edad, es 16gico pensar que la

prevalencia si puede estar en aumento en nuestro pais.

Se han desarrollado medicamentos empleados en el tratamiento de la gota como es el alopurinol
o febuxostat; sus usos a largo plazo han provocado efectos adversos como: hipersensibilidad y en

casos mas graves el sindrome de Stevens-Johnson (Ghezzi et al.2017, p.2).

Es por ello que en el campo cientifico existe un interés por descubrir y desarrollar nuevos
inhibidores de XO. En la actualidad, aproximadamente 107 inhibidores de xantina oxidasa se
encuentra en pruebas clinicas (Ghezzi et al.2017, p.2). Sin duda existe un gran interés por ampliar

prototipos de farmacos para el tratamiento de la gota e hiperuricemia.

En el Ecuador el género Palicourea estad representado por lo menos 50 especies; 28 se han

registrado en los bosques andinos ecuatorianos (Gonzalez et al., 2005, p.371).

Es de suma importancia desarrollar investigaciones que contribuyan a complementar lo decretado
en el Plan Nacional de Desarrollo Toda una Vida en el inciso d15, que indica se debe: “Impulsar
programas de investigacion, formacién, capacitacion y actualizacién que respondan a las

potencialidades y necesidades territoriales™ (Secretaria Técnica Plan Toda Una Vida, 2018).



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

o Determinar el potencial inhibitorio de la fraccion alcaloidal de Palicourea amethystina sobre

xantina oxidasa y radical superéxido mediante autografia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Establecer la idoneidad de la muestra vegetal por medio del control de calidad de las hojas de

Palicourea amethystina.

o Determinar cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios de Palicourea

amethystina mediante tamizaje fitoquimico.

e Obtener mediante extraccion liquido-liquido con variacién de pH, la fraccién alcaloidal de

la especie vegetal Palicourea amethystina y su rendimiento.

o Identificar la capacidad antioxidante del extracto alcaloideo de Palicourea amethystina

mediante el ensayo DPPH.

e Diferenciar inhibidores puros de xantina oxidasa de captadores de superdxido y agentes

antioxidantes a través de la generacion no enzimatica de superéxido (NADH y riboflavina).



CAPITULOI

1. MARCO TEORICO

1.1 Familia Rubiaceae

Las rubiaceas son una familia de plantas que cominmente se las conoce como: la rubia, galio
blanco o familia del café; estan constituidas por unos 600 géneros y 1000 especies de herbaceas,
arbustos, arboles, trepadoras y epifitas, las cuales estan distribuidas en el cinturdn tropical (De
Carvalho et al.2017, p.146). Debido a su importancia econdmica, el café (Coffea arabica) es una
especie vegetal mas destacada de esta familia, es originario del Africa y ampliamente cultivado.
Standley en el 2002 report6 45 géneros y 178 especies en su trabajo sobre Rubiéceas del Ecuador.
Actualmente el nimero de géneros se ha duplicado y quizas se ha triplicado las especies; en el
Ecuador se han registrado 84 géneros y aproximadamente 557 especies, siendo una de las familias
mas numerosas de las angiospermas. Es de distribucién muy amplia (cosmopolita), concentradas

en regiones tropicales y subtropicales (Aizpuru et al , 2016, pp. 1-2).

Figura 1-1: Distribucion de familia Rubiaceae en el mundo

Fuente: (Aizpuru et al , 2016)

1.1.1 Caracteristicas

La familia Rubiaceae se ha caracteriza por la presencia de metabolitos bioactivos con gran
potencial farmacol6gico. Estos metabolitos se han llegado a usar como marcadores quimio

taxonémicos incluso para géneros y subfamilias, por lo general los taxones se catalogan de
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acuerdo a las diferentes caracteristicas botanicas, los sistemas taxondmicos clasicos solo
consideran los caracteres morfoldgicos de la planta, mientras que los sistemas modernos
correlacionan sus diversas combinaciones incluida la composicion quimica. Los compuestos
fitoquimicos pueden ser una herramienta Util para caracterizar, describir y clasificar especies de
plantas. La distribucion de metabolitos secundarios en Rubiaceae sigue patrones que permiten
definir el grupo botanico (subfamilia, tribu o géneros) estos patrones relativos a la quimio
taxonomia con frecuencia se utilizan para establecer el origen botanico. En los Gltimos afios, las
especies de Rubiaceae se han estudiado a fondo desde el punto de vista fitoquimico. Sin embargo,
muy pocos estudios han utilizado este conocimiento como herramienta en estudios taxonémicos.
Al realizar estudios de bioprospeccion de una planta toda la informacion botanica y quimio
taxondmica es fundamental debido a que incrementa la probabilidad de encontrar compuestos

bioactivos (Bremer, 2009, p4-18).

1.1.2 Clasificacion taxondémica

La clasificacion taxondmica de la familia Rubiaceae es compleja y todavia hay algunos vacios
que deben llenarse. Segun la clasificacion de Robbrecht la familia Rubiaceae se divide en cuatro
subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae, Antirheoideae e Ixoroideae. Sin embargo, estudios mas
recientes sugieren que esta familia se divida en tres subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e
Ixoroideae, ya que algunos autores no reconocen a Antirheoideae como una subfamilia, estudios

moleculares han demostrado que es una subfamilia polifilético (verdcourt, 1958; citado en Borhidi et al.,
2002).

1.1.3 Aspectos quimicos y biolégicos

La familia Rubiaceae presenta una gran variedad de metabolitos secundarios como: alcaloides
inddlicos, antraquinonas, terpenoides (diterpenos y triterpenos), flavonoides y otros derivados
fendlicos. EI nimero de productos, la diversidad estructural y las actividades farmacoldgicas para
diversas especies de Rubiaceae demuestran gque esta familia es una fuente prometedora de nuevas
sustancias bioactivas; que consiguen dar lugar a nuevos productos como moléculas activas o
incluso prototipos de farmacos. Diversas especies de esta familia han sido utilizadas en la
medicina popular, debido a sus efectos antiinflamatorios, analgésicos, antibacterianos,

antioxidantes y actividad sobre el sistema nervioso central (Mongrand et al.2005, p3-11).



En la subfamilia Ixoroideae el género Coffea, posee componentes quimicos como la cafeina; esta
sustancia actua como estimulante del sistema nervioso central asi como vasoconstrictor,
broncodilatador y diurético, ademas de ser uno de los componentes de los medicamentos para la
migrafia, por otro lado tenemos el jenipapo brasilefio (Genipa americana) con actividad
antiinflamatoria, antiangiogénica, y antioxidante. En la subfamilia Cinchonoideae, el género
Cinchona son fuente de quinina sustancia activa contra la malaria y puede considerarse
responsable del desarrollo de antipalidicos sintéticos (Martins & Nunez , 2015, p2-74). El género
Psychotria perteneciente a la subfamilia Rubioideae, son plantas que producen sustancias con
actividad psicodélica como Psychotria viridis conocida popularmente como "ayahuasca" que
significa "vino del alma™; su efecto alucindgeno se debe a la sinergia que se produce entre el
alcaloide N , N -dimetiltriptamina (DMT) y los alcaloides indol -carbolina (harmina, harmalina
y tetrahidroharmina) .Las especies de Palicourea se encuentra estrechamente relacionadas con el

género Psychotria en su composicién quimica y bioldgica (De Carvalho et al.2017, pp.232-234).

1.1.4 Composicion de alcaloides

Los alcaloides son uno de los metabolitos secundarios més diversos encontrados en los
organismos vivos. Este conjunto incluye alrededor de 12,000 productos entre los cuales se hallan
los alcaloides inddlicos, alcaloides derivados del triptéfano (conforman alrededor de la cuarta
parte de todos ellos) entre otros. Los alcaloides se encuentran en varias familias vegetales pero
principalmente en las Apocinacea, Loganiaceae y Rubiaceae. Los alcaloides ind6licos mismos
que pueden ser reagrupados en monoterpernos o indol terpenos (iridoides). Los alcaloides
monoterpén-indolicos (AMIs) conforman una familia de mas de 3,000 miembros, las especies
vegetales que contienen este tipo de alcaloides son agentes quimioterapéuticos con actividad
anticancerigena, hipoglucemiantes, etc. Entre los alcaloides mas importantes estan los del tipo
bisinddlico que incluyen a la vinblastina, utilizada en el tratamiento del mal de Hodgkin,
vincristina utilizada en el tratamiento de la leucemia, serpentina como agentes antihipertensivos

utilizados contra las arritmias cardiacas y el mejoramiento de la circulacion cerebral (Loyola Victor
Met al.2014, pp. 67-94).

1.2 Genero Palicourea

Especies de los géneros Psychotria y Palicourea son elementos prominentes pero poco conocidos

en los ecosistemas forestales tropicales, ambos géneros se encuentran estrechamente relacionados



con una paralela evolucion. En el género Palicourea su polinizacion es efectuada por los colibris
mientras que en el género Psychotria la realizan los insectos, es ahi donde radica su diferencia.
Las especies de Psychotria y la Palicourea no pueden distinguirse por caracteres vegetativos o
frutales. Ademéas ambos grupos manifiestan una acumulacion similar de alcaloides, flavonoides
y un grupo de péptidos denominados ciclétidos. Como se define tradicionalmente ambos grupos

se desvian solo en un conjunto de rasgos asociados con los sindromes de polinizacion (Berger, 2017,
pl1-8).

1.2.1 Caracteristicas del género

Originalmente segun la delimitacion clésica, la distincion entre los géneros Palicourea y
Psychotria estaba basada en la morfologia floral. La flor de Palicourea tiene corola generalmente
coloreada, tubular o tubular-infundibuliforme, con tubo abultado y generalmente giboso en la
base y un anillo de tricomas inmediatamente por encima de la base abultada. Al contrario la flor
de Psychotria tiene corola blanca o amarillenta, tubular a infundibuliforme el tubo recto y glabro
por dentro en la base y variadamente pubescente en o sobre la mitad del tubo. Casi desde el
principio ha sido utilizado el color de la inflorescencia como un caracter secundario; en

Palicourea la inflorescencia es coloreada en Psychotria es verde (Borhidi A, Oviedo R & Fernandez M.,
2015, pp.4-48).

El estudio que realizé Berger etal. (2017, pp.124-131) demuestra la presencia de alcaloides en
especies del género Palicourea derivados de triptamina, los compuesto derivados de este tipo de
alcaloide posee efectos alucindgenos que incluso pueden causar delirio en las personas que lo
consumen. Las especies vegetales que poseen estos efectos han sido usadas en ceremonias

ancestrales como puerta a la comunicacion con seres supremos.

1.2.2 Especies

Dentro de la familia Rubiaceae encontramos el género Palicourea, el cual consta de unas 280
especies distribuidas en América tropical, en especial en las regiones montafiosas. En el Ecuador
estan representadas por lo menos 50 especies y 28 se han registrado en los bosques andinos como
por ejemplo: Palicourea angustifolia y Palicourea aragmatophylla (Schumann & Krause),
Palicourea aschersonianoides (Wernham), Palicourea balnearia (Standley), Palicourea

amethystina (Ruiz & Pav) (Gonzalez, et al., 2005, pp.371-378). Se ha demostrado que el género
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Palicourea son una fuente importante de metabolitos secundarios con capacidad antioxidante sin
embargo se requieren mas estudios para identificar estas sustancias e integrarlas a los programas

de terapia antioxidante de las areas de salud (Véasquez Giraldo , L.M. & Avrisrizabal , 2013, pp.483-491).

Figura 2-1: Especies del género Palicourea

Fuente: (Ecurned, 2016)

1.2.3 Distribucién en el Ecuador

Ciertas especies del género Palicourea se encuentra localizadas en los bosques andinos
ecuatorianos, es un género con poca fuente de investigacion, sin embargo se han registrado ciertas
especies en el Ecuador.
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Figura 3-1: Distribucion del género
Palicourea en el Ecuador.

Fuente: (Pérez, 2018)
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1.3 Especie Palicourea amethystina

Es una especie perteneciente a la familia de las Rubiaceae de la tribu Palicoureeae su distribucion
geografica incluye Per(, Colombia (Cauca) y Ecuador (Bolivar). Coleccionista Ruiz, H y Pavon,

JA. Primera descripcion cientifica en 1830 (De Egea et al.2012, p.16-20).

Figura 4-1: Especie Palicourea amethystina.

Fuente: Daniel A. Monsalve Ortiz

1.4 Xantina oxidorreductasa

La xantina oxidorreductasa (XOR) es una compleja molibdoflavoenzima, que se encuentra en
diferentes especies que van desde las bacterias hasta el ser humano. La enzima XOR SE encuentra
de dos maneras con funciones diferentes una de ellas es: xantina deshidrogenasa que produce
nicotin adenin dinucle6tido reducido (NADH) y urato, que posterior se transforma a xantina
oxidasa; utiliza oxigeno molecular para generar radical superéxido (O>’), perdxido de hidrogeno
(H202) y urato (Coussette Ulises, 2015, pp.5-7).

1.4.1 Funciones de XOR

a) Cataliza la hidroxilacién de una serie de sustratos, los mas especificos son: hipoxantina, que se
transforma en xantina y esta a su vez en &cido Urico, los otros productos son: radical superoxido
(02) y perdxido de hidrogeno (H.0,). Esta capacidad generadora de especies reactivas del

oxigeno (ERO) despierta el interés de estudios clinicos sobre la inhibicién de xantina oxidasa.
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b) Recientemente se ha demostrado la capacidad de la enzima para catalizar la reduccién de
nitratos a nitritos y de nitritos a 6xido-nitrico (NO). En estas transformaciones se ha demostrado
que los nitratos son reducidos por el cofactor molibdeno, mientras que los nitritos son reducidos
por el FAD (Coussette Ulises , 2015, pp.8-11).

1.3 Xantina Oxidasa

La xantina oxidasa se ha relacionado con diferentes procesos patoldgicos, debido a que provoca
dafo oxidativo en los tejidos, la xantina deshidrogenasa puede lograr ser una importante defensa
del organismo contra el dafio que provocan los radicales libres (RL), por medio de un potente
antioxidante como es el acido urico. Berne y Gerlach en 1963 sefialaron que los productos de
degradacion de los nucle6tidos de adenina se acumulan mientras se daba el proceso de hipoxia y
como producto liberado tenemos hipoxantina, concentrandose en el papel fisiopatoldgico de la
xantina oxidorreductasa que produce los dafinos radicales libres y el dafio que relaciona los
procesos de isquemia-reperfusion. Se conoce bien que la enzima xantina oxidasa cataliza la
hidroxilacién que va de hipoxantina a xantina y de esta a 4cido Urico, esto sucede cuando xantina
oxidasa utiliza hipoxantina junto con oxigeno (aceptor de electrones) para tener como producto
xantina y radical superéxido. La xantina oxidasa solo puede usar el oxigeno como aceptor de
electrones y al momento que reaccion genera los radicales libres relacionandolo asi con diferentes
procesos patoldgicos que da lugar a un dafio oxidativos de los tejidos del organismo. La xantina
oxidasa (XO) es una enzima que cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y puede luego
catalizar la oxidacion de xantina en &cido Urico. Esta enzima juega un papel importante en el
catabolismo de purinas en algunas especies, incluyendo humanos. La xantina oxidasa puede ser

convertida a xantina deshidrogenasa a través de una oxidacion reversible con sulfhidrilo (Bove,
Cicero, & Borghi, 2017, p2-6).

1.3.1 Estructura

La enzima xantina oxidasa (X Q) tiene una estructura compleja, con un gran peso molecular; posee
2 moléculas de flavina (unidas como FAD), dos atomos de molibdeno y ocho &atomos
de hierro por unidad enzimatica. Los &omos de molibdeno se hallan como cofactores de
molibdopterina y son los sitios activos de la enzima. Los atomos de hierro forman parte de
la ferredoxina de los centro hierro-azufre [2Fe-2S] que participan en reacciones de transferencia

de electrones (Enroth et al.2000, p.10725).
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Xantina oxidasa

Figura 5-1: Estructura cristalogréfica de Xantina Oxidasa.

Fuente: (Bove ,Cicero ,& Borghi , 2017)

1.3.2 Funcién

La xantina deshidrogenasa se reduce a xantina oxidasa por medio de enzimas como la
pancreatina, la tripsina y quimiotripsina. El higado y el intestino delgado son las mayores fuentes
de xantina oxidasa, pero actualmente existe evidencia que tanto el corazén como el endotelio
vascular la presencia de la xantina oxidasa. De hecho, su actividad se ha podido determinar a nivel
endotelial humano, denominandose xantina oxidasa extra-celular o unida al endotelio. La
principal acciéon enziméatica de xantina oxidasa es la conversion catalitica consecutiva de
hipoxantina a xantina y luego desde xantina a &cido Urico. Paralelamente como subproductos de
estas reacciones, se forman potentes especies reactivas de oxigeno, moléculas que poseen alta

reactividad con otros sustratos, tales como peréxido de hidrégeno (H20.) y anién superédxido (O2)
(Alcaino et al.2011, pp.505-515).

PURINAS

(ATP, GTP)
Tripsina
l Quimiotripsina
Pancreatina
1 Estrés oxidativo
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Figura 6-1: Metabolismo de las purinas por accion de XO.

Fuente: Alcaino Hernan.
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1.3.3 Inhibidores de XO

De acuerdo a la bibliografia la enzima xantina oxidasa es clave en la produccion de &cido Urico y
especies reactivas de oxigeno, es por ello el gran interés de investigar farmacos inhibitorios de la
funcion de XO.

Alopurinol

El alopurinol (1,5-dihidro-4H-pirazolo [3,4-d] pirimidin-4-ona) es un analogo estructural de la
base purica hipoxantina y actia como un inhibidor de la xantina oxidasa (XO). El alopurinol fue
uno de los farmacos mas importantes que se desarroll6 en el programa privado de la fundacion
dedicada a la investigacion biomédica Burroughs Wellcome Fund. Este programa se inicio en los
afios 40 y culmind con el premio Nobel en Fisiologia y Medicina concedido en 1988 a los
cientificos Gertrude B. Elion, George H. Hitchings y James W. Black, por su descubrimiento de

los principios béasicos en el tratamiento farmacoldgico (Ferrando et al.2014, p.295).

Mecanismo de accion

Es un farmaco analogo de hipoxantina y quimicamente se lo reconoce como un acido débil, su
vida media es de 1-2 horas, rapidamente se convierte en un metabolito activo denominado
oxipurinol (analogo de xantina). EI mecanismo basico de accién de alopurinol y su metabolito es
la inhibicion de la xantino-oxidasa, esto lleva a una disminucion de los niveles plasmaticos de
uratos y a una elevacion de sus precursores, hipoxantina y xantina. La hipoxantina a través de sus
metabolitos promueve la inhibicion de la enzima amidofosforribosil transferasa en la sintesis de
las purinas, de esta forma, el efecto primario seria el de disminuir la produccién de uratos y en

segunda instancia disminuir la sintesis de novo de purinas (Iscoff etal., 2017, p.1).

Efectos adversos

Este medicamento puede presentar un mayor riesgo de reacciones adversas, la dosis delegada de
alopurinol es de hasta 900 mg al dia repartidas en varias tomas, aunque en la practica cotidiana

con frecuencia se infra dosifica debido a las reacciones de hipersensibilidad, las cuales son
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infrecuentes pero potencialmente graves como erupciones en la piel y en casos méas extremos el

sindrome de Stevens —Johnson, reacciones anafilacticas agudas y fallo hepético (SEFAP, 2015, p.5).

Febuxostat

Febuxostat es un farmaco aprobado por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la FDA
(Food and Drog Administration) en 2008 y disponible para su prescripcion en Espafia desde 2011.
Es un medicamento de estructura no purinica, que inhibe de forma potente y selectiva ambas
isoformas (oxidada y reducida) de la xantina oxidasa, induciendo una intensa reduccién de la

uricemia (Perez et al., 2012, pp.1-22).

Efectos adversos

Las reacciones adversas con mayor frecuencia (>1/100 a <1/10) son alteraciones de la funcion
hepaética, diarrea, nauseas, cefalea, erupcion y edema. En los ensayos realizados con febuxostat
en comparacion con alopurinol a dosis fijas, se observd un mayor numero de eventos
cardiovasculares y muertes que no alcanzaron significacion estadistica. Se han notificado

reacciones graves de hipersensibilidad (Salud Navarra, 2013, p.2).

1.3.4 Enfermedades causadas por XOy RL

El acido drico y radical superéxido son productos resultantes del catabolismo de las purinas, estos
al encontrarse en valores anormales en el organismo desencadenan enfermedades como la
hiperuricemia y procesos como el estrés oxidativo. El oxigeno es un elemento que presenta un
perfil con doble efecto fisiolgico es esencial para el desarrollo de la vida aerobia y tiene efectos
toxicos inherentes a su estructura. Del oxigeno se derivan moléculas inestables designadas
radicales libres que pueden producir dafio a nivel celular, cuando se pierde el equilibrio entre
dichas moléculas y el sistema de defensa antioxidante que poseen los seres vivos generando asi
lo que se denomina estrés oxidativo. Dicho mecanismo posee una estrecha relacion con el
progreso y evolucién de una gran variedad de procesos degenerativos, enfermedades y sindromes.
Su estudio se ha centrado principalmente en el conocimiento de los mecanismos de su génesis y
las formas de atenuar, disminuir o contrarrestarlas por medio de los sistemas de defensa

antioxidante que posee la célula y la forma de controlar los radicales libres que se generan

16



comunmente y continua en el organismo resultado de algunos procesos celulares como el
relacionado con el metabolismo oxidativo de la mitocondria, proceso necesario para la obtencion
de ATP (Corrales Lucia , 2012, pp.4-13).

La mayoria de patologias: gastricas, cardiacas, respiratorias, 6seas, multiorganicas, entre otras
son resultado de la evolucidn de alteraciones morfofisioldgicas celulares, debido a la excesiva
produccion por encima de los niveles fisiologicos normales de moléculas de gran inestabilidad
denominadas radicales libres. Dicha condicién es nombrada estrés celular y se caracteriza por
presentar un desequilibrio entre la generacion y eliminacion de especies reactivas, situacion que
se puede derivar de la disminucion de los niveles de las defensas antioxidantes celulares, del
aumento de la velocidad de produccién de las especies reactivas, o0 en ciertas ocasiones puede ser
consecuencia de estas dos condiciones. EI término especies reactivas hace referencia a dos tipos
de moléculas: los radicales libres y los no radicales. Este conjunto de moléculas se forma como
resultado del metabolismo celular y se encuentran representados dentro de los sistemas biol6gicos
por las especies reactivas de oxigeno (ROS) y por las especies reactivas de nitrogeno (RNS), que

se originan tanto en procesos fisiol6gicos normales como en procesos patoldgicos (Leén Milagros et
al.2018, pp.5-12).

Dicho efecto nocivo involucra el proceso de reduccion parcial del oxigeno, mediante el que se
obtienen las especies reactivas de oxigeno (EROS). Esta moléculas pueden convertirse en
peligrosos productos del metabolismo celular, debido a que cuando se pierde el equilibrio entre
sustancias pro oxidantes y sustancias antioxidantes se tiene el estrés oxidativo y por ende diversos

procesos patoldgicos (Moret et al.2014, pp.2-7).

Radicales libres

Los radicales libres son &tomos o grupos de atomos que poseen un electrén desapareado o libre
por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un electrén de moléculas estables con el fin
de lograr su estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido quitar el
electron que necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre
por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que
destruye nuestras células. La vida media bioldgica del radical libre es de microsegundos, pero
tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor induciendo un gran dafio a

moléculas, membranas celulares y tejidos. Los radicales libres no son intrinsecamente deletéreos
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de hecho nuestro propio cuerpo los produce en cantidades moderadas para luchar contra bacterias

Yy Virus (Avello, & Suwalsky , 2006, pp.5-12).

Los radicales mas perjudiciales en sistemas bioldgicos son los radicales de oxigeno a veces
denominados especies de oxigeno reactivas (ERO), en especial superdxido (O27), hidroxilo (OH)
y perhidroxilo (O2H). El dafio de tejido causado por radicales de oxigeno suele llamarse dafio
oxidativo y los factores que protegen contra dafio por radical de oxigeno se conocen como
antioxidantes. Ademas de las células endoteliales y las mitocondrias del musculo liso, contienen
varias fuentes enziméticas de radicales libres, incluyendo nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), xantina oxidasa (XO) y 6xido nitrico sintasas (NOS) que, cada
uno, probablemente contribuya al aumento inducido por el ejercicio de los radicales libres. De
hecho, las elevaciones en el flujo sanguineo y el estrés cortante, asi como los cambios bioquimicos
en el medio metabdlico de la sangre que se originan con el gjercicio, aumentan la actividad de
estas enzimas, lo que acrecienta la produccién de radicales libres. Los estudios en animales que
utilizan inhibidores enziméticos especificos (alopurinol, apocinina) revelan funciones

importantes de estas enzimas en la produccion de radicales libres inducida por el ejercicio (Trinity
,Broxterman & Richardson , 2016, pp.15-43).

1.4 Hiperuricemia

Es un trastorno que se presenta cuando el metabolismo hepatico de las nucleoproteinas no es el
adecuado produciendo de esta manera niveles anormales de &cido Urico que llega a la sangre
formando depdsitos cristalinos (tofos) en las articulacion y el tejido subcutaneo. Cuando las
personas poseen una elevada concentracion de acido drico en sangre por encima de lo normal
(7 mg/dl hombres, 6 mg/dl mujeres y 4 mg/dL nifios) puede sufrir de hiperuricemia o gota, esto
suele pasar cuando los rifiones no cumple con su funcidn normalmente y por ende no elimina los
niveles estandar de acido Grico por la orina, este proceso lleva a la formacion de sales insolubles
(uratos) en ciertas articulaciones. La hiperuricemia es un cofactor para tener la enfermedad de la
gota, aungue en ciertos casos no necesariamente por tener hiperuricemia deba tener la gota. El

aumento de acido Urico en sangre puede desarrollar célculos renales (rifién) o nefropatia gotosa
(Goicoechea et al.2012, pp. 1-22).

La hiperuricemia se considera como una enfermedad crénica que se puede controlar o aliviar

mediante una dieta correcta, en hiperuricemias que no son muy graves mediante una buena
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hidratacion y una dieta equilibrada se logra disminuir los niveles de acido Urico a valores
normales, pero si el metabolismo purinico esta defectuoso no bastara con la dieta sino que debe

ir junto con un tratamiento farmacolégico.

1.4.1 Etiologia

Una de las causas més relevantes son los excesos alimenticios junto con el alto consumo de
alcohol, sin embargo se analizado que uno de los factores mas importantes es el factor hereditario,
debido a que el 1% de la poblacion posee elevados valores de acido (rico sin tener excesos con
respecto a los alimentos ricos en purinas o el consumo de alcohol. La mayoria de las personas que
posee antecedentes familiares hiperuricémicos o gotosos, tienden que ser mas susceptibles en
padecer esta enfermedad, por tal motivo se recomienda a estos individuos llevar un control

analitico de &cido Urico.

La enfermedad de hiperuricemia no necesariamente viene acompafiada de gota o litiasis renal, por
lo cual se le conoce como hiperuricemia asintomatica, pero el individuo que posee hiperuricemia
presenta un mayor riesgo de sufrir gota, a medida que progresa esta enfermedad los signos y
sintomas son mas dolorosos, frecuentes y prolongados, con referencia a los ataques se conoce gque
esta directamente relacionada con la manera de alimentarse, el consumo de bebidas (alcohélicas)

y enfermedades como la obesidad (Alvarez-Lario , et al., 2014, p.765).

No necesariamente los niveles elevados de acido Urico se deben a la dieta, al consumo del alcohol
o0 al mal metabolismo de las purinas, sino a factores como el estrés, utilizacién de contrastes
radiolégicos iodados, medicamentos como los diuréticos tiazidicos, teofilinas, acetilsalicilico
(dosis bajas), destruccién masiva de células (anemia hemolitica o leucemia), lesiones renales o
nefropatias o el ejercicio muy intenso. Al eliminar estos tipos de factores se pude lograr disminuir
los niveles de cido Urico en sangre y no proceder a mayores acciones, en el caso de que nos

encontremos con hiperuricemia secundaria a otras enfermedades se trata siempre que sea viable.

Existen enfermedades que aumentan las concentraciones de &cido Urico en sangre como las
enfermedades renales (debido a que se ven afectados los niveles de acido urico que son eliminados

por la orina), leucemias (debido la masiva destruccion de las células sanguineas que caracterizan
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a esta enfermedad), psoriasis, tiroides, anemias o alteraciones de la tiroides (Alvarez-Lario, et al.,
2014, pp.760-770).

1.4.2 Manifestaciones clinicas

La hiperuricemia se ha caracterizado por ser asintomatica y muchos que la padecen pasan asi por
muchos afios, sin embargo se empiezan a presentar esto ataques cuando la enfermedad progresa,
los pacientes que aunque sean asintomaticos debe recibir tratamiento si la uricosuria y la uricemia

estan sobre los niveles normales, por antecedentes familiares o si padece de enfermedad renal.

En la hiperuricemia la fase asintomatica termina al mismo momento en que se presenta el primer
ataque de artritis gotosa, el ataque artritico agudo empieza por la precipitacion del acido drico de
modo que se llega a formar cristales de uratos en las articulaciones, tendones, cartilagos, dedos o
manos, la méas comun es la articulacion del dedo gordo del pie, se presenta como una inflamacién,
ocasionalmente también puede presentarse fiebre. Los pacientes que superan los episodios de gota
artriticos y los cuales no son ni diagnosticados ni se los trata pueden desencadenar gota crénica
acompafiada de la presencia de los tofos, los mismos que van destruyendo los tejidos articulares
provocando de esta manera la artritis cronica, otra manifestacion clinica es la saturacion de &cido
Urico en la orina. Es importante recalcar que en la hiperuricemia mantenida, lo que muchas veces
desencadena un episodio es la rapida variacion de uricemia (aumento- disminucion), es decir
después de que se ingiere comida junto con alcohol, la crisis gotosa se presenta entre las 18 y las

80 horas posteriormente de que fue ingerida la comida (Aragén , 2003, pp.48-53).

1.4.3 Tratamiento

El individuo que padece de hiperuricemia debe seguir un tratamiento, de esta manera reduciréa las

complicaciones renales y articulares, la terapia consiste en:

o Dieta: las purinas que se encuentran en alimentos como las carnes y los mariscos elevan los
niveles de acido Urico, sin embargo en nuestro organismo se sintetiza el &cido Urico (sintesis
enddgena de uratos) como la degradacion de purinas las cuales se encuentran minimamente
influidas por la ingesta alimentaria, pero sin duda un control alimentario ayuda

significativamente en la salud del paciente. También se recomienda una dieta moderada en
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hidratos de carbono y baja en grasas- colesterol, debido a que aumenta y disminuye la
excrecion de los uratos respectivamente. Las fuentes principales de alimentos que contienen
purinas son las visceras, pescado y el marisco e incluso algunos vegetales tienen contenido
moderado como son las leguminosas. Una dieta correcta contiene entre 600 — 1000 mg de
purinas, en el caso de la gota avanzada y grave se tiene prohibe el contenido de purinas a unas
100-150 mg diarios.

o Ejercicio: el realizar actividad fisica ayuda a que el paciente se mantenga saludable y evitar

a tener enfermedades que facilitan la presencia de hiperuricemia como la obesidad.

e Hidratacion: el &cido Urico se encuentra en el plasma como urato mono sédico a un pH 7,4,
al disminuir el pH, este se disocia el &tomo de Na+ y se convierte en acido Urico como ocurre
en la orina. Es por ello que los cristales que estan en el tejido conectivo son de urato y los
cristales que se encuentran en los calculos renales son los de acido Urico, ya que son menos
solubles que el urato. Es decir se debe hidratar en grandes cantidades para elevar de diuresis
y de esta manera excretar la mayor cantidad de uratos (Aragén , 2003, pp. 48-53).

1.4.4 Complicaciones con la baja excrecion del acido Urico

Se excreta el acido drico del organismo mediante la orina (75%) y por el intestino y las heces
(25%). El urato es filtrado en el rifién por completo y se reabsorbe en un 99% en el tubulo
contorneado proximal, después es secretado en un 50% en el asa descendente y finalmente se
reabsorbe en un 40% en el asa ascendente. De esta manera se logra excretar un 6-12% de lo
filtrado originalmente, lo que corresponde a una uricosuria de 300-600 mg/24 h. También es
excretado en el tdbulo colector medular de la neurona, en el cual existe un transportador para

acidos en general (Divins Trivifio , 1999, p.28).

La eliminacion normal del &cido Urico se puede ver afectada por altas concentraciones de acido
lactico que bloquean al transportador, al igual que el pH acido de la orina, el &cido Urico tiende a
encontrarse en forma acida, muy poco soluble, por lo que se llega a formar cristales que pueden
precipitar en los tbulos renales provocando insuficiencia renal. Se considera que la persona tiene
una excrecion renal baja cuando excreta menos de 250-300 mg en 24 h con una dieta libre de
purinas, su disminucion en la excrecion renal de acido Urico puede corresponder a un defecto de

cardcter idiopético, que hace selectiva la secrecién tubular de &cido Urico. Pero, regularmente, la
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hiperuricemia mantenida suele deberse a la disminucion del aclaramiento renal de urato, que
ocurre en personas que han recibido trasplante de rifidén y en pacientes con insuficiencia renal o
enfermedades renales. Los diuréticos y medicamentos (ciclosporina A) aportan a padecer
hiperuricemia. Los ancianos llegan a presentar varias causas de hiperuricemia (insuficiencia renal,

consumo de diuréticos, hipertension, etc.) (Divins Trivifio , 1999, pp.26-36).

1.5 Enfermedad de la gota

Esta se caracteriza por el acumulo de cristales de urato monosédico (UMS) en las articulaciones,
en zonas peri-articulares y subcutaneas. Los valores normales para hombres es menor a 7 mg/dl,
para las mujeres es de 6 mg/dl y para los nifios es 4mg/dl. Esta enfermedad se caracteriza por la
formacion de tofos en la zonas articulares, cominmente en el metatarso del pie, a veces en el
talon, empeine o en el tobillo o en el tejido conjuntivo tipicamente en el I6bulo de la oreja, los
tofos se presentan en los casos de cronicidad. ComlUnmente la gota se presenta con ataques de
artritis aguda pasajeros. El intervalo entre ataques o fase intercritica es asintoméatico aungue
algunos pacientes suelen relatar una sensacion de pesadez generalizada sin causa aparente. Tras
varios ciclos de artritis aguda se debe pensar en que el proceso llego ha estado crénico (Lozano José
, 2004, pp.2-7). La gota es una forma frecuente y compleja de artritis que puede afectar a cualquiera.
Se caracteriza por ataques repentinos e intensos de dolor, hinchazén, enrojecimiento y
sensibilidad en las articulaciones, muchas veces en la articulacion que se encuentra en la base del

dedo gordo del pie (Bove et al.2017, pp.23-28).

Figura 7-1: Multiples nddulos en el dorso del pie.

Fuente: Pefia Osmer
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1.5.1 Etiologia

El acido Urico esta presente en nuestro organismo naturalmente, se obtiene cuando nuestro
cuerpo descompone purinas, estas se encuentran presentes en algunos alimentos como el filete, la
carne de drganos y los mariscos, existen otros alimentos que provocan alto contenido de acido
rico como las bebidas alcoholicas (cerveza) y bebidas endulzantes. Habitualmente, el &cido drico
se disuelve en la sangre y pasa por los rifiones a la orina pero, a veces, el cuerpo produce
demasiado acido urico o los rifiones excretan muy poco. Cuando esto sucede, el acido urico se
acumula y forma cristales de urato con forma de aguja puntiaguda en una articulacion o el tejido

gue la rodea causando dolor, inflamacion e hinchazdn (Pacios, 2017, pp.67-69).

1.5.2 Factores de riesgo

La gota se caracteriza cuando tienes elevados contenidos de &cido drico, existen factores que

aumentan estos niveles como:

o Dieta: alimentos como la carne, mariscos Yy bebidas endulzadas, la ingesta de alcohol en

especifico la cerveza.

o Enfermedades: el organismo cuando el cuerpo presenta sobrepeso produce mas acido Urico
por lo que la funcién del rifio en excretarlo se dificulta. Otras enfermedades que aumentan el
riesgo de sufrir gota son la presion arterial alta, la diabetes, el sindrome metabdlico,

enfermedades cardiacas y renales.

e Farmacos: el uso de diuréticos tiacidicos (generalmente utilizados para tratar la hipertension)
y de aspirina en dosis bajas también puede elevar los niveles de acido Urico o el uso de

medicamentos a aquellas personas que rechazaron a un trasplante de érganos.

e Edad y sexo: en los hombres se presenta con mayor frecuencia que en las mujeres, sin
embargo en el caso de las mujer empiezan a ser mas susceptibles después de las menopausia ,
pero en los hombres la gota se presente a los 30 a 50 afios es decir mucho mas temprano como

suele suceder en las mujeres.
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e Antecedentes familiares: si algun familiar padecer de gota, es mas probable que padezcas

de la enfermedad de la gota (Mayo Clinic , 2019, pp.2-5).

1.5.3 Sintomas

La gota presente signos y sintomas que casualmente se presentan por la noche estos pueden llegar

a ser muy dolorosos y algunos de ellos son:

o Dolor articular intenso: la articulaciéon que con frecuencia afecta la gota es la del dedo
gordo del pie aunque puede presentarse en cualquier articulacion como las del tobillo, rodillas,
codos y en los dedos de las manos el dolor llega ser mas grave en las 4 a 12 primeras horas después

de que comienza la enfermedad de la gota.

o Molestias persistente: cuando el dolor intenso desaparece es probable que el dolor que
quede una molestia articular la cual permanece por unos dias incluso semanas es frecuente que

los ataques posteriores persistan por méas tiempo y afecten mas articulaciones.

. Enrojecimiento e inflamacion: cuando el elevado contenido de &cido Urico llega a
formar tofos las articulaciones y provocar tumefaccién conjuntamente con dolor. Con forme

avanza la gota, es posible que no se logre mover las articulaciones con normalidad (Mayo Clinic,
2019, pp.6-9).

1.5.4 Tipos de gota

e Gota recurrente: en este caso pueden ser asintomaticos los pacientes o pueden sufrir de
signos y sintomas varias veces al afio, los farmacos utilizados puede ayudar a disminuir los
ataques de gota recurrente, sin embargo sino es controla puede llegar a erosionar y a destruir

la articulacion.

e (Gota avanzada: cuando no se trata la gota esta puede llegar a la formacion de acimulos de
cristales de uratos por debajo de la piel comunmente se le conoce como “tofos”, estos pueden

afectar a varias partes del cuerpo como lo son los dedos, las manos, los pies, los codos o los
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tendones (parte posterior de los tobillos), en lo general los tofos no causan dolor al menos que

se inflame y la parte afectada se sensibilice durante los ataque de gota.

Célculos renales: en las vias urinarias pueden llegarse acumular cristales de urato en las
personas que padecen de la gota y provocar calculos renales, los medicamentos ayudan a

disminuir el riesgo de poseer célculos renales (Mayo Clinic, 2019, pp.10-12).

1.5.5 Diagnostico

Dentro de las pruebas para diagnosticar pacientes que padecen de la gota son:

Prueba de liquido sinovial. EI médico puede usar una aguja para extraer liquido de la
articulacion afectada. Los cristales de urato son visibles mediante la examinacion del liquido

en un microscopio.

Analisis de sangre. EI médico podria recomendarte un analisis de sangre para medir los
niveles de &cido Urico y creatinina en la sangre. Algunas personas tienen niveles de acido Urico
elevados, pero nunca tienen gota mientras que otras personas tienen signos y sintomas de gota,

pero no tienen niveles inusuales de acido Urico en la sangre.

Radiografias. Las radiografias de las articulaciones pueden ayudar a descartar otras causas de

la inflamacion articular.

Ecografia. Una ecografia musculo-esquelética puede detectar cristales de urato en las
articulaciones o en los tofos. Esta técnica se utiliza con méas frecuencia en Europa que en los
Estados Unidos.

Tomografia computarizada de doble energia. Este tipo de prueba por imégenes puede

revelar la presencia de cristales de urato en una articulacion, incluso si no esta gravemente
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inflamada. Esta prueba no se realiza de manera habitual en la préctica clinica debido al costo

y no se encuentra ampliamente disponible (Sivera et al., 2017, pp.2-6).

1.5.6 Tratamiento

Los medicamentos empleados en la gota se usan para disminuir la inflamacion y el dolor dentro

de estos tenemos:

Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE): ayudan a disminuir el dolor y la
inflamacidn, dentro de estos encontramos al ibuprofeno y el naproxeno sédico. Si la persona
no puede consumir este tipo de medicamentos se emplea los corticoides (inyectables o

comprimidos) para lograr el mismo fin que los AINE.

Alopurinol: se emplea en paciente que padece de gota crénica, su mecanismo de accion se
basa en la inhibicion de la enzima xantina oxidasa la cual degrada de hipoxantina a acido

Urico y con esto reduce los niveles de acido Urico en sangre.

Febuxostat: se utiliza en pacientes que producen elevado contenido de acido Urico y por ende

disminuir el acido drico en la sangre y reducir el riesgo de gota.

Medicamentos que facilitan la eliminacion de acido Urico: se les conoce cominmente
como uricosuricos y dentro de estos encontramos a farmacos como probenecid y lesinurad,

estos mejoran la capacidad de los rifiones en excretar el &cido Urico del cuerpo.

1.6 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo representa uno de los procesos mas comunes de toxicidad. Todos los tipos de

agentes (quimicos, fisicos y microbianos) pueden provocar estrés mediado por oxidacién en

tejidos y células. El oxigeno molecular es fundamental para diversos procesos vitales, como: la

respiracion celular (mitocondrias), la sintesis de lipidos, el metabolismo de los metales, los

lisosomas, la fagocitosis de cuerpos extrafios (inmunidad e inflamacion) y la biotransformacion

xenobiotica de compuestos organicos. La liberacion de especies reactivas de oxigeno durante
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estos procesos es neutralizada por un conjunto de compuestos antioxidantes (tioles reducidos,
vitaminas C y E y catecolaminas) y sistemas enzimaticos (superéxido dismutasa, peroxidasa,

catalasa y glutation reductasa) en un intento de proteger la integridad de las células o tejidos
(Gagné, 2014, p.105).

1.6.1 Agentes toxicos

El delicado equilibrio entre los antioxidantes y la produccién de especies reactivas de oxigeno
podria verse comprometido por la exposicién a agentes toxicos. Por ejemplo, la liberacion de
precursores de inflamacion (anion hidroxilo, anidén superoxido) durante la fagocitosis de
particulas / microbios invasores podria exceder los mecanismos de proteccién antioxidante y

provocar dafios oxidativos (inflamatorios) como el ADN, las proteinas o la oxidacion de lipidos
(Gagné , 2014, p.110).

1.6.2 Enfermedades

El estrés oxidativo ha sido estudiado fundamentalmente en las enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral amiotrofia.
En estas enfermedades se ha encontrado dafio oxidativo incluso en etapas tempranas de la

enfermedad, lo que indica que los radicales libres estan relacionados con la etiologia de estas
(Diaz-Hung & Gonzalez Fraguela , 2014, p.451).

1.6.3 Radicales libres

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS) son los términos
que describen colectivamente a los radicales libres y otros derivados reactivos no radicales
también Ilamados oxidantes. Los radicales son menos estables que las especies no radicales,
aungue su reactividad es generalmente mas fuerte. Una molécula con uno o0 mas electrones
desapareados en su capa externa se llama radical libre .Los radicales libres se forman a partir de
moléculas a través de la ruptura de un enlace quimico de manera que cada fragmento mantiene
un electrén, mediante la division de un radical para dar otro radical. Los radicales libres incluyen
hidroxilo, superéxido, 6xido nitrico, ademas, peroxido de hidrégeno, ozono, acido hipocloroso,
acido nitroso, estos Ultimos no son radicales libres sino son sustancias oxidantes que pueden

conducir facilmente a reacciones de radicales libres en organismos vivos (Pham et al. , 2008, p.92).
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Generacion enzimatica y no enzimética

La formacidn de ROS y RNS puede ocurrir en las células de dos maneras: reacciones enzimaticas
Y o enzimaticas. Las reacciones enzimaticas que generan radicales libres incluyen los implicados
en la cadena respiratoria, la fagocitosis, la sintesis de prostaglandinas y el sistema del citocromo
P450. Por ejemplo, el radical anién superdxido, se genera a través de varios sistemas de oxidasa
celular tales como: nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), Xxantina
oxidasa, peroxidasas. Los radicales libres se pueden producir a partir de reacciones no enzimaticas
de oxigeno con compuestos organicos, asi como de las iniciadas por radiaciones ionizantes. El
proceso no enzimatico también puede ocurrir durante la fosforilacion oxidativa (es decir, la

respiracién aerdbica) en las mitocondrias (Pham-Huy & Pham-Huy , 2008, p.92).

Generacion enddgena y exdgena

Los ROS y RNS se generan a partir de fuentes enddgenas o exdgenas. Los radicales libres
enddgenos se generan a partir de la activacion de las células inmunes, inflamacion, estrés mental,
gjercicio excesivo, isquemia, infeccidn, cancer, envejecimiento. Las especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno exogenos son el resultado de la contaminacion del aire y el agua, el humo del
cigarrillo, el alcohol, los metales pesados o de transicion (Cd, Hg, Pb, Fe, As), ciertas drogas
(ciclosporina, tacrolimus, gentamicina, bleomicina), solventes industriales, cocina (ahumado
carne, aceite usado, grasa), radiacion. Después de la penetracion en el cuerpo por diferentes rutas,

estos compuestos exdgenos se descomponen o metabolizan en radicales libres ( Huy et al. , 2008,
p.95).

1.6 Autografia

El fundamento de la autografia consiste en la separacién de compuestos por medio de técnicas de
cromatografia plana como: cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia en papel (PC) son
técnicas efectivas y econdmicas para el anélisis fitoquimico de extractos de plantas. El método de
deteccion puede mejorar mediante la aplicacion de herramientas cromatograficas avanzadas
como: cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPTLC), cromatografia de capa sobre
presionada (OPLC) y electrocromatografia plana (PLC). Las principales aplicaciones de

autografia son la deteccion rapida de una gran cantidad de muestras para la bio-actividad, a saber,
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antibacteriana, antiflngico, antioxidante, inhibicion enzimética, el aislamiento dirigido al

objetivo de compuestos activos (Dewanijee et al.2015, P.76).

1.6.1 Tipos

La cromatografia en capa fina es una herramienta para la deteccion de compuestos bioactivos,
mediante autografia. Se conoce tres métodos autograficos siendo estos: difusion de agar o
autografia de contacto, deteccion autogréafica directa por TLC y autografia de inmersién o
superposicion de agar. Para comprender cada uno de estos tipo autograficos se revisa el estudio

de (Dewanjee et al., 2015).

e Autografia de contacto: se utiliza como base cromatografica la placa de TLC para la
separacion de compuestos, se coloca la placa sobre el agar gelificado y funcional por
determinado tiempo, de esta manera se consigue la transferencia por difusion de los
compuestos existentes en la placa TLC. Los compuestos que son bioactivos al estar en contacto

con la capa de agar presentan zonas de inhibicidn (cambio de color) (Dewanjee et al.2015, p.15).

e Autografia directa: en una placa de TLC se siembra lo posible compuestos bioactivos, luego
se coloca sobre la placa una suspension de reactivos. Los sitios donde presente actividad

biolégica se forma manchas de inhibicion.

e Autografia de inmersion: en la placa de TLC se coloca agar simple y al salificarse se siembra
las enzimas o microorganismos para posterior incubacion. Tanto la autografia de contacto
como la directa son parte de este método, debido a que los compuestos pasan de la placa al
medio de agar y la capa de agar se encuentra sobre la placa de TLC mientras se incuba y se

observa (Dewanjee et al.2015, p.15).

1.7 Determinacion de antioxidantes, inhibidores de XO y RSO

La xantina oxidasa es otra fuente potencial de ROS en la enfermedad vascular. La enzima se
genera a partir de la xantina deshidrogenasa por prote6lisis. La xantina oxidasa dona facilmente

electrones al oxigeno molecular, produciendo asi RSO y perdxido de hidrégeno. En la actualidad
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la basqueda por compuestos antioxidantes e inhibidores enziméaticos y especies reactivas de

oxigeno, ha incrementado (Forstermann , 2010, p.140).

1.7.1 Método DPPH

Brand-Wiliams desarrollo el método DPPH con el fin de determinar la capacidad antioxidante de
compuestos de alimentos o de especies vegetales, catalogados como un método rapido y poco
dificultoso, se utiliza el radical estable 2,2-difenil 1lpicril-hidrazilo (DPPH). La principal
caracteristica que presenta la reaccion es que el radical DPPH se decolora de azul- violeta a
amarillo. Una inhibicién que se encuentre por lo menos 50% de la concentracion de DPPH
representa una buena actividad antioxidante. De forma cualitativa se coloca las muestras del
posible antioxidante (extracto de planta o alimento), se espera por unos minutos en condiciones
normales este posee un color violeta al tener efecto antioxidante este se va decolorando a un color

amarillo entre mas actividad antioxidante posea mas intenso se decolora (Guija Emilio, 2015, pp.57-
60).

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figura 8-1: Mecanismo de reaccion del DPPH con captador de radical.

Fuente: (Santos Carlos, 2013)

El fundamento de este método se basa en determinar la capacidad antioxidante de una muestra
vegetal. Cuando el electron del a&tomo de Nitrogeno del radical DPPH recibe un atomo de

hidrogeno del agente antioxidante este se reduce para dar lugar a al hidracina. El color
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caracteristico de la solucion de DPPH es purpura al reducirse este radical este se torna en amarillo

claro (Guija Emilio , 2015, p1-4).

1.7.2 Sistema Riboflavina/luz/NBT

La riboflavina es una vitamina soluble en agua que pertenece al complejo de vitamina B2, es de
color amarillo y fluorescente. La riboflavina contribuye en la inhibicion del estrés oxidativo a
través de su doble capacidad de producir superdxido mientras esta involucrado en la reduccion
del hidroperoxido. Estudios recientes han correlacionado la riboflavina con el mecanismo de
transduccién de sefiales de las células apoptoticas, asi como con la regulacion del reloj biologico
(Santos De Souza et al.2005, pp.887-891). En el ensayo de riboflavina/ luz, en las ubicaciones que carecen
de radical superoxido aparecen zonas claras contra un fondo morado oscuro. Es un sistema de

captador de superdxido realizados en la capa de TLC.

O+ M o, + Mn®
Riboflavin
[ 21
Riboflavin® ————= Semiquinone

e- l\\_‘ 02
) |
Meathionine
"/_ =

e
Formazamn —-—— MNBT
(ASS50)

Figura 9-1: Mecanismo de reaccion del sistema B2/luz/NBT.

Fuente: (Piacham et al.2003)

El fundamento de este método consiste en la reduccion fotoquimica de la vitamina B2
(Riboflavina) formando el radical semiquinona que al estar en contacto con el oxigeno se generan
radicales superoxido que llegan a reducir al NBT. Cuando se da la fotolisis de la riboflavina
produce un radical semiquinona que reacciona con el oxigeno que forma radical superoxido el

mismo que reduce al NBT a formazan (color azul-violeta) (Bueno-Solano et al.2009, pp136-142).
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1.7.3 Sistema NADH/NBT/PMS

El britanico A. Pearse en 1957 desarrollé el método para la deteccidn histoquimica de la actividad
de la deshidrogenasa. Sin embargo, en base a este método se han desarrollado nuevas aplicaciones
de esta técnica para la deteccién de compuestos antioxidantes. Para cuantificar la actividad
captadora de especies reactivas de oxigeno, este sistema utiliza metosulfato de fenazina y nicotin
adenin dinucleédtido para la produccién de radical superdxido el cual reduce al nitroazul de

tetrazolio a formazan de color violeta (Mandel et al.. 2011, p.3).

J

OH NADH /FHH . -
Na OCH;  HsCO
'-q/ Formazan

&y, Oxidized 20,

PMS -

-2e,- H*

Lo} Il Il "i: OCH; HsCO
P. P. 0,
o~ l\O/ I\o
HO o o
NBT

Figura 10-1: Mecanismo de reaccion del sistema NADH/PMS/NBT.

Fuente:(Lopes Galiciana. 2014

El fundamento de este método consiste en que la coenzima NADH reduce al metosulfato de
fenazina (PMS), mecanismo que genera radical superdxido de esta manera el NBT se reduce hasta

llegar a formazan mismo que posee un color caracteristico azul-violeta (Martinez , 2018, pp.2-9)
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1.7.4 Sistema xantina/xantina oxidasa/NBT

0
H202
HN | N
J
dJ\h N ~
H H 20 2 0,
Xantina
R R
/, /
NN N/\-
/ﬂ\ N—R /ﬂ\ N—R
R N / R \J (4
Formazan NBT

A

NH
N/KO
H

Acido Urico

Figura 11-1: Mecanismo de reaccion de XO.

Fuente: (Alves et al.2010)

El Dr. Irwin Fridovich en colaboracién con su estudiante graduado Joe McCord descubrieron la

actividad de la superdxido dismutasa (SOD) y demostraron que esta es solo una de varias
La SOD es

estrategias por las cuales las células evitan el estrés oxidativo (Imlay, 2011, pp.335-340).

un método que se emplea xantina y xantina oxidasa (XO) para formar radicales superéxido, los

cuales reaccionan con cloruro de nitroazul de tetrazolio (NBT) para formar un colorante

formazan azul-violeta (Blanco et al., 2004, pp118-125).

33



CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de Investigacién

El estudio de la especie vegetal se realiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad

de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2 Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron las hojas de Palicourea amethystina en el cantén San Miguel, provincia de

Bolivar; alrededor de las 16h00 del mes de mayo 2019.

La recoleccion se realiz6 una vez que se obtuvo la Guia de Movilizacion de Especimenes de Flora
y Fauna Silvestre Nro. MAE-DPAB-2019-0968-0. La investigacion se realiz6 bajo los términos
del Convenio Marco de Acceso a Recursos Genéticos MAE-DNB-CM-2018-0086 denominado
“ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD EN EL ECUADOR, ECOLOGIA, CONSERVACION
Y SU USO POTENCIAL USO SOSTENIBLE”, suscrito entre la ESPOCH y el Ministerio de
Ambiente del Ecuador.

2.3 Identificacién botanica

La identificacion de la especie vegetal en investigacion se llevo a cabo por el Ing. Jorge Caranqui,

botéanico responsable del Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
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2.4 Materiales, equipos y reactivos

Para realizar la investigacidon y cumplir con los objetivos se utilizaron diferentes materiales,

equipos y reactivos que se describen a continuacion:

Tabla 1-2: Materiales, reactivos y equipos

MATERIALES EQUIPOS REACTIVOS
Cajas Petri Sorbona Alopurinol
Matraz Balanza analitica HDM Agua bi destilada

Pipetas graduadas (ImL-5mL - 10
mL)

Pipetas automaticas (200 pg-1000
HO)

Probetas (25mL y 50mL)
Lampara fluorescente de 20W
Pinza para tubos
Pinza para capsulas
Soportes
Capsulas

Vasos de precipitacion 500mL-
250mL

Tubos
Reverbero
Gradilla

Piceta

Rotavapor Heidolph®
Estufa Memmert SNB400
Bortex
Mufla
Termdmetro digital
Lampara fluorescente de 20W
Sonicador

Molino de cuchillas Arthur H.
Thomas C.O

Camara UV
Refrigerador General Electric®
Congelador General Electric®

pH-metro

Termoagitador magnético

Thermo ScientificT™

Etanol 96%
Eter de petréleo

Nitroazul de
tetrazolio (NBT)

EDTA
Cloroformo
Acido férmico

Hidréxido de

Amonio
Acido Sulfdrico

Cloroformo o

acetato de etilo
Eter dietilico
Goma arabiga

Sulfato de sodio

anhidro

Metanol absoluto
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Placas TLC Silicagel 60 RP-2 F254
(Sigma Aldrich®)

Espétula
Placas de silice
Tubos eppendorf
Balon aforado 500mL
Frasco &mbar 90mL y 250mL
Embudo de separacion
Regla
Estilete
Léapiz
Aluminio

Servilletas absorbentes

Trietilamina
PMS

2,2-difenil-
1picrylhydrazyl
(DPPH)

Riboflavina
NADH

Agar (cenizas 2-
4.5%)

Metosulfato de
fenazina (PBS)

EDTA

Solucién Stock

enzima XO

Fosfato dipotasico
(K2HPO,)

Fosfato
monopotasico
(KH2PO4)

Fuente: Sigma Aldrich Chemical Co. (USA).

Elaborado por: Adriana Carrillo
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2.5 Métodos y técnicas

2.5.1 Acondicionamiento del material vegetal

Se recolecto una muestra significativa para el estudio de Palicourea amethystina a la cual se
realiz una limpieza y una desecacion a temperatura de 35°C en una estufa por 48 horas. Una vez
desecada se trituro la muestra vegetal en un molino de cuchillas hasta obtener particulas de tamafio

2 0 3mm.

En esta investigacion se desarrollaron métodos de acuerdo ROSSI , 2015 para realizar un control
de calidad de la especie vegetal Palicourea amethystina como: determinacion del contenido de
humedad, contenido de cenizas totales, cenizas solubles en agua, solidos insolubles en acido y

tamizaje fitoquimico , dichas técnicas se describen a continuacién.

2.5.2 Control de calidad

En esta investigacion se desarrollaron métodos de acuerdo ROSSI , 2015 para realizar un control
de calidad de la especie vegetal Palicourea amethystina como: determinacion del contenido de
humedad, contenido de cenizas totales, cenizas solubles en agua, solidos insolubles en &acido y

tamizaje fitoquimico , dichas técnicas se describen a continuacion.

Contenido de humedad

Se pesan 2 gramos de muestra del material seco y pulverizado, luego se transfiere a una capsula
previamente tarada, después se deseca a 105 °C durante 3h en la estufa. Se colocé la capsula en
el desecador donde se deja enfriar a temperatura ambiente y se pesa. Repetir el proceso hasta

tener un peso constante.

Determinacion del contenido de cenizas totales

Se pesan aproximadamente entre 2 gramos de muestra pulverizada y secada, luego se calienta

dicha muestra hasta carbonizarla después de incinerarla en una mufla a una temperatura de 700
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a 750°C, por un tiempo de dos horas. Una vez finalizado esto colocar la capsula en el desecador

para dejar enfriar y pesar. Repetir el procedimiento hasta tener peso constante.

Determinacion del contenido de cenizas solubles en agua.

Se pesan las cenizas totales y se agrega de 15 a 20 mL de agua, tapar con el crisol y hervir con el
mechero por cinco minutos. La solucién se filtra con papel filtro posterior a ello se coloca el papel
filtro en el crisol se carboniza y luego se incinera en una mufla de 700-750 °C, durante 2 horas.
Finalmente se coloca en un desecador hasta llegar a temperatura ambiente. Repetir el proceso

hasta tener un peso constante.

Solidos insolubles en acido.

A las cenizas totales se afiade entre 2 0 3 mL de HCI al 10%, cubrir el crisol con un vidrio reloj y
colocar a bafio maria por diez minutos luego lavar el vidrio reloj con 5mL con agua caliente y
unir al contenido del crisol, se filtra la solucion a través de un papel de filtro y finalmente se
coloca en el desecador hasta que llegue a temperatura ambiente se pesa, repetir el procedimiento
hasta obtener un peso constante

2.5.3 Tamizaje fitoquimico

Se pesd 50 gramos del material vegetal, luego se colocé éter etilico 100 mL, después se dejéd
macerar durante 48 horas a temperatura ambiente, se filtra la solucién y se obtiene el extracto
etéreo. El residuo sélido se deja secar y pesar, luego se coloca etanol (100 mL) se deja en
maceracion por 48 horas, y se obtiene el extracto alcoholico, el residuo sélido se deja secar y
pesar. Luego se filtra, con agua destilada (100 mL) y se deja en maceracion por 48 horas para

obtener el extracto acuoso.
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Figura 12-2: Ensayos del extracto etéreo, alcohdlico y acuoso

Elaborado por: Adriana Carrillo
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2.7.4 Obtencién de alcaloides.

La muestra vegetal desecada y molida se coloca en metanol durante 2 dias, se lleva al sonicador
durante 1 hora para mejorar la maceracion, posterior a ello se filtra y se obtiene el extracto crudo,

el mismo que se concentra en el rotavapor y al finalizar este proceso se obtiene el extracto seco
(Rodas , 2016, p.16).

El extracto seco se acidifica con 25mL de H,SO4al 2% en el extracto crudo acidificado se coloca
éter para obtener dos fases la una es la fase etérea y lo restante es la fase acuosa acida, se agita
levemente si la fase superior se torna de un color amarillo se debe desengrasar con éter hasta
conseguir un color claro en la fase superior, luego se filtra y se gasifica la fase acuosa acida se

pone a pH 10 utilizando hidréxido de amonio y se obtiene la fase bésica.

A la fase alcalina se coloca cloroformo/éter para separar en fases una es la fase organica y la otra
es la fase acuosa, la fase organiza resultante se afiade sulfato de sodio anhidro (Na.SQ.) y goma
arabiga con el fin de eliminar los restos de agua, se filtra y se concentra por medio del rotavapor

para obtener el extracto alcaloideo (Rodas, 2016, p.16).

2.7.5 Cromatografia en capa fina

Para separar los alcaloides se utilizd la placas de TLC 7x2 cm, en la cual se sembré
aproximadamente 10 pL de una solucién de alcaloides de Palicourea amethystina. Para eludir, se
prepard una fase maévil que constan de cloroformo, metanol y trietilamina (6: 0.6: 0.5; v/v/v). Para
visualizar la placa se emple6 una camara UV a 254nm. Mediante el programa GelAnalyzer® se
obtuvo los Rf (factor de retardo) los mismos que al comparar con fuentes bibliograficas se puede

conocer qué tipo de compuestos bioactivos posee la planta (UNOCD , 2012, p.32).

2.7.6 Ensayos autogréficos.

En la investigacion de Ramallo et al... (2005, pp.16-9), explica el desarrollo de los métodos
autogréficos como: inhibicion de xantina oxidasa mediante inmersién en agar y la captacion de

radical superdxido, estos métodos se han empleado en esta investigacion con pequefas
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modificaciones. La captacion de radicales DPPH se realizé con referencia al estudio de Brand-

Williams et al. (1995, p.25).

Para los ensayos autograficos, se colocaron 10uL de cada una de las diluciones (1 pg, 5 ug, 10
Mg, 50 pg y 100 pg) tanto del extractoo alcaloideo de Palicourea amethystina como de los
compuestos de referencia en una placa de TLC de forma ascendente aplicando la técnica “dot-

blot”. Finalmente los resultados se analizaron en el software GelAnalyzer ®.

Método DPPH

En la placa TLC se colocaron cinco muestras de 10pL de las diferentes concentraciones
empleando la técnica “dot-blot”, se deja secar por unos minutos y luego se coloca el reactivo
DPPH se esperd por 5 minutos para observar. Si el lugar en donde se encuentra la muestra se
torna de un color amarillo el ensayo es positivo, es decir el material vegetal posee actividad
antioxidante. El estandar de esta prueba es el acido ascorbico realizando diluciones en las mismas

concentraciones que el extracto alcaloideo.

Sistema Riboflavina + luz + NBT

El agar fue disuelto a 80 ° C en una mezcla de EDTA, tampén fosfato y agua destilada. La solucién

se deja enfriar a 60 ° C y se coloca la solucién NBT. Luego se agrega la solucion de riboflavina.

Se realiza el procedimiento tipico para la riboflavina / tincion ligera, aproximadamente 5 mL de
la solucidn de tincién de riboflavina, se distribuye sobre una capa de TLC de 7 x 2 cm, en la cual
previamente se colocaron 5 muestras de 10uL del extracto alcaloidal de la planta Palicourea
amethystina en concentraciones de 1 pg, 5 pg, 10 ug, 50 pug y 100 ug, se deja solidificar en la
oscuridad. Para dar paso a la reaccion se colocd la placa debajo de una lampara fluorescente de
20W.

Las muestras que poseen actividad captadora de radical superdxido se aparecian como zonas
claras sobre un fondo morado oscuro. El estandar de captador de radicales libres es la taxifolina

realizando diluciones al igual del extracto alcaloideo.
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Sistema NADH + fenofosfato de fenazina + NBT

El agar se disolvid a 80°C en una mezcla de EDTA, tampén fosfato (pH 7.9) y agua destilada, la
solucion se deja enfriar a 60 ° C, luego se coloca la solucion NBT y la solucion NADH.

Alrededor de 5 mL de solucidn de tincion NADH se distribuyen sobre una capa de TLC de 7 x 2
cm, en la cual previamente se colocaron cinco muestras de 10uL del extracto alcaloidal de
Palicourea amethystina en concentraciones de 1 pg, 5 ug, 10 pg, 50 pug y 100 pg, después de la
solidificacion (en la oscuridad), la placa se sumergi6 en 2,7 uM de PMS en tampén fosfato a

temperatura ambiente durante 20 minutos en la oscuridad.

En los lugares donde se aprecia la actividad captadora de radical superéxido se forman manchas
claras contra un fondo purpura oscuro. El estandar de captador de radicales libres es la taxifolina

realizando diluciones al igual del extracto alcaloideo.

Inhibicion de XO

El agar se disuelve a 80 ° C en una mezcla de EDTA, tampén fosfato y agua destilada. La solucién
se dejo enfriar a 55 ° C y se agrega solucién de NBT. Después de un nuevo enfriamiento a 50 °
C, se agrego solucién XO (34.2 U/mL).

Después aproximadamente 5 mL de la solucién de tincion XO se distribuyen sobre una capa de
TLC de 7x2 cm, en la cual previamente se colocaron 5 muestras de 10uL del extracto alcaloidal
de la planta Palicourea amethystina en concentraciones de 1 pg, 5 pg, 10 pg, 50 ug y 100 ug,
después de la solidificacion (en la oscuridad), la placa se sumerge en 3 mM de xantina a 38° C

durante 20 minutos en la oscuridad.

Las ubicaciones que carecen de actividad de XO aparecen machas claras (zonas) sobre un fondo
purpura oscuro. El estandar de inhibicion de xantina oxidasa fue alopurinol realizéndole

diluciones al igual del extracto alcaloideo.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se detallan a continuacion los resultados de la investigacion que se ejecutaron a través de los

métodos y técnica mencionados en el capitulo anterior.

3.1 Control de calidad

Para realizar estudios de especies vegetales es necesario realizar un control de la calidad a las
mismas, con el fin de asegurar que la planta se encuentra 6ptima para ensayos mas especificos y

gue los resultados de los mismos sean correctos.

Tabla 2-3: Control de calidad de las hojas de Palicourea amethystina.

Ensayo Hojas (%) Limites de referencia

Farmacopea Britanica

Contenido de humedad 10.3% 7-14%
Cenizas totales 9.30% 12%
Cenizas solubles en agua 5.98% 7%
Cenizas insolubles en &cido 4.05% 5%

Elaborado por: Adriana Carrillo

Se entiende por humedad al agua libre que contiene la planta, la misma que se debe encontrar

inferior al 14%, a fin de evitar un deterioro de la muestra vegetal ya se por crecimiento
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microbiano, insectos, hongos o procesos enzimaticos. Con respecto a las cenizas totales, este
analisis nos permite conocer la cantidad total de materia que se obtiene al incinerar la muestra
vegetal. Se obtiene cenizas fisioldgicas que provienen de los tejidos del vegetal y las cenizas no
fisioldgicas que son la materia inorganica adherida a la superficie de la planta como arena o tierra,
la cenizas solubles nos indica la cantidad de sales solubles que se encuentran en la materia vegetal
y las cenizas insolubles en acido permite conocer la cantidad de silice que posee el vegetal,
principalmente como tierra silicea y arena. En la tabla 2-3 se observan los resultados del control
de calidad de las hojas de Palicourea amethystina, mismos que se encuentra dentro de los limites
de referencia establecidos por la Farmacopea Britanica, por lo que se pude indicar que la planta

se encuentra apta para posteriores analisis (WHO , 1998, pp.36-48).

3.2 Tamizaje fitoquimico

El screening fitoquimico nos permite identificar los metabolitos secundarios que posee las hojas

de Palicourea amethystina.

Tabla 3-3: Tamizaje fitoquimico de las hojas de Palicourea amethystina.

Ensayo Metabolito Extracto etéreo Extracto Extracto acuoso
alcohdlico

Sudan Compuestos grasos  Positivo (+) N/A Positivo (+)
Baljet Compuestos Positivo (+) Positivo (++) N/A

lactonicos
Libermann-buchard Triterpenos Positivo Positivo (+) N/A

y/o esteroides Verde oscuro
Dragendorff Alcaloides Negativo Positivo (++) Positivo (+)
Mayer Alcaloides Negativo Positivo (+) Positivo (+)
Wagner Alcaloides Negativo Positivo (++) Positivo (+)
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Catequinas Catequinas N/A Negativo N/A

Resinas Resinas N/A Negativo N/A

Espuma Saponinas N/A Negativo Negativo

Cloruro férrico Compuestos N/A Positivo (++) Positivo (+)
fenolicos

(CI3Fe) Verde intenso Verde intenso

y/o taninos

Nihidrina Aminodcidos libres N/A Negativo N/A
0 aminas

Borntrager Quinonas N/A Positivo (+) N/A

Kedde Glicésidos N/A N/A N/A

cardiotonicos

Shinoda Flavonoides N/A Positivo (+) N/A
Antocianidina Estructuras de N/A Positivo (+) N/A
secuencia

C6-C3-C6 del
grupo

de los flavonoides

Fehling Azlcares N/A Positivo (+) Positivo (+)
reductores

Mucilagos Estructura tipo N/A N/A Positivo
polisacérido

Principios amargos N/A N/A Positivo

N/A (No aplica), +++ (Abundante), ++ (Moderado), + (Escaso)

Elaborado por: Adriana Carrillo, 2019

El tamizaje fitoquimico constituye una serie de ensayos que nos permiten determinar la presencia
0 ausencia de compuestos bioactivos que posee una muestra vegetal, esto nos ayuda a comprender

la fisiologia y bioquimica de la muestra vegetal y asi aprovechar cientificamente su uso. En la
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tabla 3-3 se observa los resultados del screening fitoquimico de las hojas de Palicourea
amethystina en los diferentes extractos (etéreo, alcoholico y acuoso) en los cuales se identificd
compuestos lactdnicos, compuestos grasos, triterpenos/esteroides, compuestos fenolicos,
quinonas, alcaloides, azucares reductores, flavonoides y estructuras tipo polisacéarido, compuestos
de estructura tipo polisacarido (mucilagos) y principios amargos.

En la investigacion de Neto et al. (2015, p.5) reportaron la presencia de taninos, alcaloides y
flavonoides presentes en una especie del género Palicourea, de esta manera se sustenta el

resultado del screening fitoquimico de las hojas de Palicourea amethystina.

3.3 Obtencidn del extracto alcaloideo

Los alcaloides al encontrarse en su forma basica su aislamiento se realiz6 por cambios de pH,
estos son compuestos heterociclicos con un nitrégeno basico la gran mayoria de ellos son poco
solubles o insolubles en agua y reaccionan con los acidos para formas sales (Rojas et al., 2015, p15-

20), esto permite que solventes que son polares sean capaces de solubilizarlos como el metanol.

Tabla 4-3: Rendimiento de la extraccion liquido-liquido de las hojas de P. amethystina.

Planta Peso del material Solvente Extracto total de Rendimiento
vegetal (g) (mL) alcaloides (mg)
Hojas de P. 50 Metanol 226 0.005%

amethystina

Elaborado por: Adriana Carrillo

A partir de las hojas de Palicourea amethystina se obtuvo 22.6 mg de extracto alcaloideo con un
porcentaje de rendimiento de 0.005%. Un estudio del género Palicourea reportaron que el
rendimiento del extracto alcaloideo fue de 0.77% (Arteaga et al., 1997, pp.1-3). El rendimiento del

extracto alcaloideo de P. amethystina es bajo esto puede deberse a diferentes factores medio
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ambientales como: altitud, estacion en que se recolecto la muestra o el paisaje biocliméatico
(Chaverri , 2015, pp.2-6).

3.4 Cromatografia en capa fina (TLC)

TLC es una técnica cromatografica sencilla, que permite separar e identificar compuestos

bioactivos de muestras vegetal.

Tabla 5-3: Posible compuesto identificado del EAPA en TLC.

Especie en investigacion

Fase solida: Silica gel con indicador de fluorescencia a 254nm

Fase movil: cloroformo: metanol: trietilamina (6:0,6, 0,5 ; v/v/v)

Extracto Dr (cm) DFM (cm) RF Posible
compuesto
identificado

Extracto alcaloideo de hojas 34 4.4 0.51 Alcaloides
de P. amethystina derivados de la
triptamina-

iridoides

Dr: Distancia recorrida por el soluto; DFM: Distancia recorrida por la fase movil; Rf: Factor de retardo

Elaborado por: Adriana Carrillo, 2019

Existen escasos reportes de cromatografia capa fina para el género Palicourea, sin embargo
existen géneros de la familia Rubiaceae que han reportado la presencia de alcaloides, cumarinas
en ciertas especies. El estudio de Bullain (2014, pp.2-11) reporta la presencia de alcaloides en
especies vegetales de la familia Rubiaceae a través de TLC y nos demuestra que este tipo de
alcaloides de acuerdo a su estructura molecular son compuestos que fluorecen mostrando

manchas cuyos colores van de violeta al azul.
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En el estudio “Quimiversidad de alcaloides derivados de triptamina en seis especies de Palicourea
costarricense (Rubiaceae — Palicoureeae)” de Berger et al. . (2017, pp.124-131) nos indica que a
través de su investigacion encontré 14 alcaloides harmala y triptamina-iridoides con varios
nucleos tri-, tetra- y pentaciclicos de las hojas y la corteza del tallo de seis especies del gran y
complejo género neotropical Palicourea. Sin duda alguna existe un amplio campo de
investigacion para este género y mas aun para la especie Palicourea amethystina, sin embargo no
se descarta que esta especie posee este tipo de alcaloides.

3.5 Ensayos autogréficos

3.5.1 Captacion de DPPH

Tabla 6-3: Actividad captadora de radical DPPPH de &cido ascorbico y EAPA.

Muestra/ Areas Areas calculadas con el programa GelAnalyzer

Concentraciones 1pug 5 pg 10 pg 50 pg 100 pg

Acido ascorbico 1386 3658 4224 5213 6819
Extracto alcaloideo de 124 410 1053 3530 4683

Palicourea amethystina

Elaborado por: Adriana Carrillo. 2019
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Gréfico 1-3: Areas de captacion de DPPH del EAPA vs &cido ascorbico.

Elaborado por: Adriana carrillo. 2019

En la tabla 6-3, se observa las areas del extracto alcaloideo de Palicourea amethystina y acido
ascorbico (estandar) adquiridas de la prueba autografica para actividad antioxidante, al comparar
estos resultados se visualiza que las dos ultimas concentraciones del EAPA reportan mayor
actividad de captacién de radical DPPH (grafico 1-3).

Neto et al. (2015, p.5) en su estudio nos indica que la actividad antioxidante de una especie vegetal
especialmente se debe a sustancias nucleares fenolicas como flavonoides y acidos fendlicos,
debido a que actian como secuestradores de especies reactivas de oxigeno (ROS), ademas de

reducir y quelar iones férricos que catalizan la peroxidacion lipidica.

3.5.2 Sistema Riboflavina + LUZ + NBT

El ensayo autografico de Riboflavina dio como resultado que en las concentraciones de 50 pg y
100 pg del extracto alcaloideo de Palicourea amethystina existe una mayor capacidad de
captacion de radical superoxido con respecto a las otras concentraciones. En la placa de TLC se
visualizaron manchas blancas en el fondo morado, siendo mas notable en las muestras de mayor
concentracion, véase en el anexo G. Mediante el programa GelAnlyzer se obtuvo las &reas de las

muestras tanto del EAPA como del estandar (taxifolina), como se puede observar en la tabla 7-3.
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Tabla 7-3: Captacion de O, de taxifolina y EAPA, método Riboflavina/Luz/NBT.

Muestra/ Areas Areas calculadas con el programa GelAnalyzer
Concentraciones 1 g 5 ug 10 pg 50 ug 100 pg
Taxifolina 451 1262 2535 4832 6480
Extracto alcaloideo de 153 500 593 1942 3056

Palicourea amethystina

Elaborado por: Adriana Carrillo. 2019
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Gréfico 2-3: Areas de captacion de 02 «— del EAPA vs taxifolina. Sistema B2/luz/NBT.

Elaborado por: Adriana Carrillo.2019

Como se observa el resultado del ensayo autografico de Riboflavina/luz/NBT del extracto
alcaloideo de P. amethystina es positivo, es decir que presentan una actividad captadora de radical

superoxido.

Segun la literatura no existen reportes de actividad inhibitoria de radicales libres de la especie

Palicourea amethystina. Sin embargo se conoce que los alcaloides de B-carbolina derivados del
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triptéfano, la triptamina y la serotonina, pueden considerarse moléculas con propiedades
antioxidantes. Por un lado, quimicamente consumen radicales debido a la reactividad de la parte
del indol hacia los radicales derivados del oxigeno (donacion de hidrégeno o electrones), por otro
lado enzimaticamente debido a la inhibicién de la monoaminooxidasa. Algunos estudios
concluyen que la actividad antioxidante de las B-carbolinas podria dar lugar a acciones protectoras

de células y tejidos, incluida la neuroproteccion (Lehmann, 2012, pp.133-144).

3.5.3 Sistema NAD H/ PMS/ NBT

El ensayo autografico de NAD-H realizado en el extracto alcaloideo de P. amethystina obtuvo un
resultado positivo, como se observa en la placa de TLC las concentraciones de 50 g y de 100 ug
presencian mayor actividad al observar zonas claras en un fondo morado (anexo I). Por otro lado
se analiz6 la placa cromatografica en el programa GelAnalyzer para obtener las areas tanto del

extracto alcaloide de P. amethystina como del estandar (taxifolina) detallandose en la tabla 8-3.

Tabla 8-3: Capacidad de O de taxifolinay EAPA, método NADH/PMS/NBT.

Muestra/ Areas Areas calculadas por el programa GelAnalyzer
Concentraciones 1ug 5 ug 10 pg 50 pg 100 pg
Taxifolina 179 944 1508 1824 4075

Extracto alcaloideo de
Palicourea amethystina 109 214 413 487 559

Elaborado por: Adriana Carrillo.2019
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Grafico 3-3: Areas de captacion de Oz~ del EAPA vs taxifolina.
Sistema NADH/NNT/PMS.

Elaborado por: Adriana Carrillo.2019

Por medio del grafico 3-3 podemos visualizar la capacidad captadora de radical superdxido del
extracto alcaloideo de Palicourea amethystina al relacionarle con su estandar (taxifolina),

obteniendo mejores resultados en las ultimas concentraciones del EAPA.

Para investigar mas a fondo el papel de las relaciones estructura-actividad antioxidante. Spadoni
et al. (2006, pp.259-269) en su estudio, ha modificado sisteméaticamente estructuras conocidas para
disefiar nuevas series de compuestos, tal es el caso de la 5-metoxi- N, N- diisopropiltriptamina
(triptamina-ntcleo indol), donde se cambi6 del grupo 5-metoxi a la posicién 4 del nacleo indol
dando como resultado un eliminador de radicales mas activo, mas potente que el compuesto

original, pero mucho menos efectivo como citoprotector.

Sin embargo, este tipo de modificaciones podrian emplearse como herramientas para
investigaciones farmacoldgicas in vivo sobre la eficacia neuroprotectora de los alcaloides

indélicos.
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3.5.4 Inhibicion XO

La prueba autogréfica para inhibicion de xantina oxidasa nos indica que, el alopurinol como
control positivo posee una actividad inhibitoria muy superior a la del extracto alcaloideo de

Palicourea amethystina.

Sin embargo, los resultados positivos para actividad captadora de radical DPPH y radical
superdxido; nos indican que los alcaloides de P. amethystina deben enfocarse a su potencial

antioxidante, mas no a su actividad inhibitoria de la enzima xantina oxidasa.

Tabla 9-3: Actividad inhibitoria de xantina oxidasa de alopurinol.

Muestra/ Areas Areas calculadas por el programa GelAnalyzer
Concentraciones 1 g 5ug 10 ug 50 ug 100 pg
Alopurinol
454 1558 2239 3029 4540

Extracto alcaloideo de
Palicourea amethystina 100 205 386 485 502

Elaborado por: Adriana Carrillo
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Gréfico 4-3: Areas de inhibicion de xantina oxidasa del EAPA vs alopurinol.

Elaborado por: Adriana Carrillo

Figura 13-3: Ensayo autografico de xantina oxidasa.
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CONCLUSIONES

e Por medio de las técnicas autogréficas se logré determinar que el extracto alcaloideo de
Palicourea amethystina presenta actividad captadora de radical superéxido, mediante la
aplicacion de los métodos Riboflavina/luz/NBT y NADH/PMS/NBT; sin embargo no
presenta actividad inhibitoria sobre xantina oxidasa.

o Al realizarse el control de calidad de las hojas de Palicourea amethystina, los resultados de
los pardmetros de humedad, cenizas totales, solubles en agua e insolubles en &cido se
encuentran dentro de los rangos establecidos, por lo que se puede indicar que la materia prima

vegetal se encuentra en 6ptimas condiciones.

o El tamizaje fitoquimico de los extractos etéreo, alcohdlico y acuoso de la materia vegetal de
P. amethystina indico la presencia de compuestos fenolicos, quinonas, azucares reductores,

flavonoides, estructuras tipo polisacéarido, mucilagos, principios amargos y alcaloides.

o Al obtener el extracto alcaloideo de Palicourea amethystina mediante la extraccion liquido-

liquido, se report6 un rendimiento de 0.005% de alcaloides totales.

e Se demostrd por medio del ensayo DPPH que el extracto alcaloideo de P. amethystina posee
actividad antioxidante. Los compuestos antioxidantes son estudiados actualmente con mayor
frecuencia debido a que previenen o reducen el dafio celular causado por los radicales libres,
los mismo que se relacionan con enfermedades degenerativas especificamente cerebrales y

nerviosas.

o Se logro identificar la capacidad captadora de radical superdxido del extracto alcaloideo de
Palicourea amethystina a través de la generacion no enzimatica de superdxido en los sistemas
Riboflavina/LUZ/NBT y NADH/PMS/NBT.
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RECOMENDACIONES

Realizar técnicas cromatograficas mas especificas para conocer qué tipo de alcaloide presenta la
planta Palicourea amethystina, para asi aportar con bases cientificas de este género que hoy en

dia es limitada

Se recomienda realizar mas estudios de la especie, debido a la presencia de metabolitos

secundarios como son los fenoles que poseen actividad antioxidante.

Promover el estudio de especies del género Palicourea, debido a su taxonomia pueden llegar a

tener potentes compuestos bioactivos.

Realizar pruebas de toxicidad de la especie Palicourea amethystina, para conocer si el uso de la

especie puede llegar a ser perjudicial para el ser humano.
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GLOSARIO

Abreviaturas

°C
Mg
pL

AINE
ALl

AMIs
ATP

B2
B2/L/N
cm
DMT
DPPH

EAPA
EDTA
ROS

GIPRONAF
H20:

H20:

m

mL

mM

NADH

N/N/P

Grados Celsius
Microgramo
Microlitro
Acido ascorbico

Farmacos antiinflamatorios no esteroideos
Alcaloides indélicos

Alcaloides monoterpén-indolicos

Trifosfato de adenosina

Riboflavina
Riboflavina/luz/NBT
Centimetro
Dimetiltriptamina

2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo

Extracto alcaloideo de Palicourea amethystina

Acido etilendiaminotetraacético

especies reactivas de oxigeno

Grupo de Investigacion de Productos Naturales y Farmacia

Perdxido de hidrogeno

Perdxido de hidrégeno
Metro

Mililitro

Milimolar

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NADH/NBT/PMS



NBT Nitroazul de tetrazolio

NHANES Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de los Estados Unidos
OxH" Radical Perhidroxilo

OH* Radical Hidroxilo

PBS Buffer fosfato salino

PMS Metosulfato de fenazina

Rf Factor de retardo

RL Radicales libres

‘NS Especies reactivas de nitrogeno
ROS Especies reactivas de oxigeno
RSO Radical superdxido

SOD Superéxido dismutasa

TA Triptamina

TX Taxifolina

TLC Cromatografia en capa fina
UMS Urato monosadico

XDH Xantina deshidrogenasa

XOR Xantina oxidorreductasa

02 «— Radical superdxido
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ANEXOS

ANEXO A: Control de calidad de Palicourea amethystina

Hojas de Palicourea amethystina Contenido de humedad
secadas y molidas.

Incenirizacion de las hojas de Cenizas totales
Palicourea amethystina

Cenizas solubles en agua



ANEXO B: Tamizaje fitoquimico
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Ensayos del extracto etéreo Ensayos del extracto alcohdlico

Ensayos del extracto acuoso



ANEXO C: Extraccion de alcaloides

Control de pH del extracto bruto Concentracion del extracto bruto
liquido de alcaloides; Rotavapor

Extracto alcaloideo de Palicourea
amethystina



ANEXO D: Ensayos autograficos

Ensayo de DPPH; Acido ascérbico (lzq.) y
P. amethystina (Dcha.)

Sistema NADH/PMS/NBT; Taxifolina
(Izg.) y P. amethystina (Dcha.)

Sistema B2/luz/NBT; Taxifolina (lzg.) y P.
amethystina (Dcha.)

Control positivo para inhibicién de XO



ANEXO E: Areas del estandar (AA), método DPPH. (GelAnalyzer).
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ANEXO F: Areas del EAPA, método DPPH. (GelAnalyzer).
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ANEXO G: Areas del estandar (Taxifolina), método Riboflavina/LUZ/NBT. (GelAnalyzer).
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ANEXO H: Areas del EAPA, método Riboflavina/LUZ/NBT. (GelAnalyzer).
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ANEXO I: Areas del estandar (Tx), método NADH/PMS/NBT. (GelAnalyzer).
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ANEXO J: Areas del EAPA, método NADH/PMS/NBT. (GelAnalyzer).
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ANEXO K: Cromatografia del extracto alcaloideo de P. amethystina.

A. Luz vizible

|B. Luz UV (3= 254nm)




ANEXO L.: Desarrollo de la parte practica del trabajo de titulacion.




ANEXO M: Permiso de movilizacién de la especie vegetal Palicourea amethystina.

IMBIENTE 1 -

Oficio Nro. MAE-DPAB-2019-0968-O

Guaranda, 24 de septiembre de 2019

‘_\s‘um‘o: 4_\.u|nri'/1~'.(m para realizar la movilizacion de Nora silvestre cn referencia al proyecto de
mvestigacion. "ESTUDIO  DE LA BIODIVERSIDAD EN  EL  ECUADOR, ECOLOGIA,
CONSERVACION Y SU POTENCIAL USO SOSTENIBLE" referente a la autorizacién No.
MAE-DNB-CM-2018-0086

Seior
Dicgo Renato Vinueza Tapia
En su Despacho

De mi consideracion:

Mediante  oficio s/n  del 19 de  scpliombre de 2019 ingresado mediante  registro
MAE-DPAB-2019-0649-L, el Msc. Dicgo Vinucza con cedula de identidad No. 0603187154, solicita la
autorizacion para realizar la movilizacian de mucestras (colecta) de Nora silvestre, referente al penmiso de
investigacion cientifica del proyecto “ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD EN KL EC 1IADOR,
ECOLOGIA, CONSERVACION ¥V SU POTENCIAL USO SOSTENIBLE™ correspondiente o la
autorizacion No. MAE-DNB-CM-2018-0086. Ante lo cual debo numilestar que esta Cartera de Estado
emite la autorizacion de movilizacién No. D03-UPN-DPAB-MAE-2019 al [nvestigador. Mse. Diego
Vinuezn como responsable de la movilizacion de las muestras de Nora, desde ¢l canton Guaranda
provincia Bolivar hasta el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicado en el
cantén Robamba, provincia Chimborazo para su investigacion correspondiente

Se responsabiliza al investigad. Msc. Diego Vinueza como titular de la investigacion sobre el
cumplimicnto de las disposiciones y compromisos adquiridos cn los mencionados documentos.

Nota: Sc adjunta guia de circulacion con el detalle de las muestras que serdn transportadas.

Con sentimientos de distinguida consideracion.

Atentamente,/

£5)3 "
Arg. Vicente M;ﬁ;i'&?(}g;g}?’!@;\ﬁu

DIRECTOR PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE BOLIVAR
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e, en uso de las atribuciones que le confiere la Ley en
anico Ambiental (COA), autoriza la movilizacion de muestras
f€ en referencia al Contrato Marco de Acceso a los Recursos
de investigacion “ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD EN
OLOGIA, CONSERVACION Y SU POTENCIAL USO
: referente a la autorizacion No. MAE-DNB-CM-2018-0086.

Fecha de emision: 24-09-2019

;g.cohoap‘li\: movilizacion: 24/09/2019 a las 06:00 AM Valido hasta: 24/09/2019 a las

La Direccién Provincial del Ambiente Bolivar, autoriza al Msc Diego Vinueza con
cedula de identidad No. 06

! 03187154 la movilizacion de: Fauna silvestre Desde: el
canton Guaranda pertenecientes a la provincia Bolivar Hacia: el Herbario de la

Escqela_ Superior Politécnica de Chimborazo, ubicado en el cantén Riobamba,
provincia Chimborazo, para su investigacion correspondiente.

Los especimenes se movilizaran via

TERRESTRE (Transporte particular)
Marca del vehiculo: MITSUBISHI
Placas. PYM-0745

Fecha de salida: 24-09-2019
Hora: 06:00 AM

Los especimenes seran movilizados bajo el siguiente detalle

Natival ‘7 Eleme
" | endémi Lista | Lista Observacion
Familia Genero '::m::"’.': cal A'éér'r‘g's:e roja roja en c::):m No | Estado es/ .
ame introdu UICN | Ecuador 2 procedencia
¥ utivos
cida
Preservado
Rubiacea | Palicoure na . an periodico
S s nla na na n/a na 1 nle y funda de
vivero

Los especimenes van en calidad de: INVESTIGACION

Nombre del Proyecto: “ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD EN EL ECUADOR,
ECOLOGIA, CONSERVACION Y SU POTENCIAL USO SOSTENIBLE"

Autorizacion (Guia de circulacién) No. 004-2019-MOV-FLO-DPAB-MAE
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T HRECCTO -
Arq. Mauricio Lépez Verdezoto
DIRECTOIR PROVINCIAL DE BOLIVAR




ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE
CHIMBORAZO

DIRECCION DE BIBLIOTECAS Y RECURSOS DBRAI
PARA EL APRENDIZAJE Y LA INVESTIGACION

UNIDAD DE PROCESOS TECNICOS
REVISION DE NORMAS TECNICAS, RESUMEN Y BIBLIOGRAFIA

Fecha de entrega: 4 /12 /2019

INFORMACION DEL AUTOR/A (S)

Nombres — Apellidos: Adriana Paulina Carrillo Yanez

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias

Carrera: Bioquimica y Farmacia

Titulo a optar: Bioguimica Farmacéutica

f. Analista de Biblioteca responsable:




