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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el potencial inhibitorio de la fraccidn alcaloidal
de Psychotria poeppigiana sobre xantina oxidasa y radical superoxido mediante autografia. Para
lo cual se emple6 como sustrato xantina, la fraccion alcaloidal a diferentes concentraciones
(1,5,10,50,100 pg), se disolvié en una mezcla con solucion buffer de fosfato y dimetilsulfoxido y
xantina oxidasa. La capacidad para captar radical superoxido se determindé empleando dos
técnicas. La primera estuvo a cargo del sistema: Riboflavina, Nitroazul de tetrazolio y luz, en la
segunda intervino el sistema formado por NADH, nitroazul de tetrazolio y metosulfato de
fenazina, el estandar presente en los dos casos fue taxifolina. Se utiliz6 placas de cromatografia
en capa fina (TLC), las muestras fueron sembradas aplicando la técnica dot-blot, la fase movil
estuvo compuesta por cloroformo, trietilamina y metanol (6:0, 5:0, 6), la longitud de onda para
revelar las placas fue de 254nm. El estandar que se empleo para valorar la actividad antioxidante
mediante el método de DPPH- fue el acido ascérbico, mientras tanto, para evaluar el potencial de
inhibicion sobre la xantina oxidasa el estandar fue Alopurinol y el sustrato xantina, a partir de los
ensayos realizados se logr6 identificar un captador de radical superdxido y un inhibidor puro de
xantina oxidasa. El software Gel Analyzer determing las areas de inhibicion. Los datos obtenidos
tanto cuantitativos como cualitativos se pueden reflejar en el diametro de los halos formados y en
la coloracion de las soluciones respectivamente. El extracto alcaloidal de Psychotria poeppigiana
presenta capacidad para captar radicales superdxido frente a los sistemas Riboflavina/Luz/NBT y
NADH/PMS/NBT, mientras tanto la inhibicién sobre xantina oxidasa es nula. Se debe realizar
estudios mas profundos al extracto de Psychotria poeppigiana, ya que presenta un sin nimero de

compuestos con actividades farmacoldgicas.

Palabras clave: <XANTINA OXIDASA>, <Psychotria poeppigiana>, <ANTIOXIDANTE>,
<AUTOGRAFIA>, <RADICAL SUPEROXIDO>, <ALCALOIDES>, <INHIBICION>
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SUMMARY

The present study aimed to determine the inhibitory potential of the alkaloidal fraction of
Psychotria poeppigiana on xanthine oxidase and superoxide radical by autography. For
this target, the xanthine substrate was used, the alkaloidal fraction at different
concentrations (1, 5, 10, 50, 100 ug) was dissolved in a mixture with phosphate buffer
solution and dimethylsulfoxide and xanthine oxidase. The ability to capture superoxide
radical was determined using two techniques; the first was in charge of the system:
Riboflavin, tetrazolium Nitroazul and light; in the second, the system formed by NADH,
tetrazolium nitroazul and phenazine methosulfate, the standard present in both cases was
taxifoline. Thin layer chromatography (TLC) plates were used, the samples were seeded
using the dot-blot technique, the mobile phase was composed of chloroform,
triethylamine and methanol (6: 0, 5: 0, 6), and wavelength to reveal the plates was 254nm.
The standard that was used to assess the antioxidant activity using the DPPH method was
ascorbic acid, meanwhile, to evaluate the inhibition potential on xanthine oxidase the
standard was Alopurinol and the xanthine substrate. From the tests performed, it was
identified a superoxide radical scavenger and a pure xanthine oxidase inhibitor. The
GelAnalyzer software determined the areas of inhibition. The data obtained both
quantitative and qualitative can be reflected in the diameter of the halos formed and in
the color of the solutions respectively. The alkaloidal extract of Psychotria poeppigiana
has the capacity to capture superoxid radicals against the Riboflavin/Light/NBT and
NADH/PMS/NBT systems, while the inhibition on xanthine oxidase is void. Further
studies should be carried out on the extract of Psychotria poeppigianam since it presents

an extensive number of compounds with pharmacological activities.

Keywords: Xanthine Oxidase, Psychotria poeppigiana, Antioxidant, Autograph, Radical
Superoxide, Alkaloids, Inhibition.
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INTRODUCCION

La enzima xantina oxidasa (XO) es la responsable de la formacidn de acido Urico interviene en el
catabolismo de las bases purinas, es decir, en la transformacion de hipoxantina a xantina (Ferrando
et al., 2014:p.294), generando especies reactivas de oxigeno (ROS), radicales superdxido y peréxido
de hidrégeno, siendo los principales responsables de un sinnimero de patologias como:
envejecimiento prematuro, afecciones cardiacas y enfermedades de tipo metabdlico, debido al
estrés oxidativo que generan (Torres-Osorio et al., 2019:p.434). Por lo que al inhibir la produccion
excesiva de xantina oxidasa se estd reduciendo el incremento de acido Urico y de especies

reactivas de oxigeno.

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas que se generan a partir de la reduccion parcial
del oxigeno molecular (Covarrubias et al., 2008:p.4). Cuando se presenta una produccion exagerada de
especies reactivas de oxigeno, pueden superar la defensa celular y ocasionar un proceso conocido

como estrés oxidativo, el dafio se da principalmente a nivel de lipidos, proteinas y acidos nucleicos
(Torres-Osorio et al., 2019:p.436).

La hiperuricemia puede dar lugar a un evento clinico conocido como artritis gotosa aguda, el
fendmeno se debe a la presencia de cristales de urato monosodico a nivel de las articulaciones
(Goicoechea et al., 2012:p.5). La prevalencia de gota a nivel mundial esta en aumento y afecta
alrededor del 1-2% de la poblacion adulta en los paises desarrollados, en Reino Unido en hombres
puede llegar hasta el 7% y en mujeres mayores de 75 afios al 3% (Chalés et al., 2017:p.6). A pesar de
que la gota es menos comun en mujeres, su incidencia y prevalencia aumenta después de la

menopausia, al perderse el efecto uricostrico de los estrogenos (Chalés et al., 2017:p.8).

La prevalencia de la gota varia segun el pais y la etnia, siendo ésta mas comin con un 10% mas
en los aborigenes de Taiwan y Maories, con un porcentaje de 1-4% en Europa occidental y
Norteamérica, mientras que, en Africa, Oriente Medio, Filipinas, Malasia y paises de la antigua
Unidn Soviética se presenta con valores inferiores al 1% (Bardin et al., 2016:p.264). A nivel de
Latinoamérica la evidencia de la gota se presenta con mayor frecuencia en hombres que en

mujeres; en Ecuador no existen registros acerca de la prevalencia de dicha patologia.

La artritis gotosa es tratada farmacoldgicamente con inhibidores de la xantina oxidasa, como son
el alopurinol y el febuxostat, los cuales son considerados como de primera linea (Wilsony Saseen,
2016:p.2), ambos son medicamentos seguros y eficaces, sin embargo el 2% de la poblacion que lo

ha consumido presenta reacciones alérgicas (Bull y Scott, 1989:p.1247).



El trabajo de titulacién que se desarrolla a continuacion tiene como objetivo encontrar una
respuesta a los problemas relacionados con la hiperuricemia y la gota, a través de la inhibicion de
la xantina oxidasa y la capacidad de captar radicales superdxido a partir de la fraccion alcaloidal
de Psychotria poeppigiana. La autografia por inmersion en agar fue la metodologia empleada,
ya que mediante esta técnica es posible obtener informacién de la actividad bioldgica que

presentan los compuestos y cuéles son dichos compuestos (Marston, 2011,p.2678).

En el continente Occidental existen datos que indican tanto la prevalencia de la gota como de
hiperuricemia mismas que van en aumento, registrando asi que, el 20% presenta hiperuricemia 'y
del 1-4% presenta gota (James, 2014:p.3), en Ecuador no existen datos estadisticos referentes a las

patologias antes mencionadas.

La gran variedad de especies del género Psychotria que se localizan en Ecuador, presentan
alcaloides de tipo indol, los cuales brindan un sin nimero de propiedades farmacolégicas, asi
como también actividad antioxidante. Sin embargo, los alcaloides no son los Unicos compuestos
presentes, debido a esto se ha demostrado que los compuestos fendlicos pueden actuar como
captadores de radicales libres, por lo que Psychotria poeppigiana podria dar resultados favorables
y ser usado como terapia alternativa (Berger et al. 2016:p.146).

El Plan Nacional de Desarrollo Toda una Vida, indica que se debe: “Impulsar programas de
investigacion, formacién, capacitacion y actualizacion que respondan a las potencialidades y
necesidades territoriales”(Secretaria Tecnica Planifica Ecuador 2018), brindando asi apertura para realizar
estudios investigativos sobre el género Psychotria que presenta alrededor de 50 especies en
nuestro pais, siendo posible la obtencion de metabolitos que posiblemente presenten actividades

farmacoldgicas sobre diferentes patologias y en especial sobre la hiperuricemia y la gota (PUCE
2018).



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

Determinar del potencial inhibitorio de la fraccion alcaloidal de Psychotria poeppigiana sobre

Xantina oxidasa y radical superéxido mediante autografia

Obijetivos Especificos

- Realizar el control de calidad de la especie Psychotria poeppigiana y establecer su idoneidad
para el estudio.

- Identificar los metabolitos secundarios de Psychotria poeppigiana cualitativamente, a través
del tamizaje fitoquimico.

- Obtener el rendimiento alcaloidal de las hojas de Psychotria poeppigiana a través de

extraccion con solventes con empleo de variacion de pH.

- Medir el Rf de las concentraciones del extracto alcaloidal de Psychotria poeppigiana del
halo de inhibicion de xantina oxidasa y radical superdxido a través del software
GELANALYZER.

- Diferenciar inhibidores puros de xantina oxidasa de captadores de superoxido y agentes
antioxidantes a través de la generacion no enzimética de superéxido (NADH y Riboflavina)

y el ensayo de DPPH-.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

La poblacién latinoamericana acude como primera opcion al uso de la medicina ancestral, a través
del uso de plantas medicinales para satisfacer las necesidades de atencién primaria en salud
(Gallegos-Zurita et al., 2016,p.208) L0s extractos vegetales alrededor del mundo son ampliamente
analizados gracias a la actividad biol6gica que presentan debido a su composicion quimica
(Montoya et al.,2003,p.74). La practica terapéutica de plantas medicinales como sustituto a la terapia
a través de farmacos viene desde la antigliedad y se debe en gran parte a la capacidad de aliviar y

tratar distintas patologias(Gallegos Zurita 2016,p.328).

Las plantas generan de forma natural metabolitos secundarios como taninos, fenoles, glucésidos,
alcaloides, terpenos, esteroides, los cuales son vitales para la supervivencia de la misma, gran

cantidad de dichos metabolitos presentan actividad biol6gica para uso humano y animal (Sepulveda
et al., 2003:p.360).

La familia Rubiaceae es la mas grande del orden de las Getianales con un nimero aproximado de
650 géneros y alrededor de 13.000 especies, ésta familia se encuentra principalmente distribuida
en zonas tropicales y subtropicales, presenta una amplia gama de compuestos como terpenos,
flavonoides, antraquinonas, derivados fendlicos con especial produccion de alcaloides de tipo

indoélicos (Porto et al., 2009:p.305)

La filogenética de la familia Rubiaceae se encuentra divida en tres subfamilias Rubioideae,
Cinchonoideae e Ixoroideae. Algunas especies presentan gran interés econémico como es el caso
de la Coffea arabica (cafeina) (Aguilar.J., 2006 pag. 85), ademas de la importancia farmacéutica como
es Cinchona sp (quina) de donde se obtienen varios alcaloides empleados primordialmente para

tratar el paludismo (Borhidi et al., 2016:p.4).

El género Psychotria es el més abundante en especies dentro de la familia de las Rubiaceaes,
(Porto et al., 2009:p232), estudios desde 1974 han demostrado que las especies del género Psychotria

son una fuente con gran potencial de alcaloides, demostrando que el 52% del total de los



metabolitos encontrados son alcaloides, donde el 82% son de tipo inddlico ampliamente utilizados

en medicina (de Carvalho et al., 2016:p.232).

Los alcaloides del género Psychotria provienen del aminoécido triptéfano y son de tipo alcaloides
monoterpénicos, es decir, indol no iridoide, presentan un anillo indol al cual se le atribuyen las
propiedades farmacol6gicas de actuar como antihistaminico, antifungico, anti-VIH,

antiinflamatorio, anticonvulsivo, antihemorrégico, analgésico y antioxidante (Pfaffenbach y Gaich
2017:p.2).

La presencia de este tipo de alcaloides en diferentes especies vegetales ha demostrado que posee
actividad inhibitoria sobre XO y capacidad captadora de radicales libres, (Coussette y Armenteros
nedatovano 2005:p.3).Una investigacion realizada a partir de la Isatis costata determind que
presentan alcaloides de tipo oxindol con actividad inhibitoria sobre XO, ademas de actuar como

antifangicos y antioxidante (Ahmad et al., 2010:p.1828).

Uno de los primeros estudios que se realizd sobre la inhibicidn de xantina oxidasa fue en la ciudad
de Missouri en el afio 2007, el método que se aplicd para la inhibicion enzimatica fue por
espectrofotometria a partir de extractos alcohdlicos en 14 especies de plantas de la familia de las

Melastomataceaes, las cuales presentaban compuestos de tipo flavonoides y polifendlicos (Garrido
etal., 2013:p.33).

Las especies de Psychotria presentan actividad antinflamatoria, antioxidante, ademas de presentar
efecto analgésico, debido a los alcaloides que se encuentran en hojas y flores. Los alcaloides que
presentan son de tipo indolicos, los cuales inhiben la accién de ciertas enzimas, ademéas se
determind que presentan una accion muy parecida a los opioides dicho estudio se realizd

especificamente en Psychotria colorata probado como analgésico local (Calixto et al., 2016:p.1363).

Estudios realizados a partir de Psychotria poeppogiana determinaron la actividad hipotensora y
antimicrobiana especificamente sobre la Salmonela tiphymurim, Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa, accion antiparasitaria, antinemorragica, su uso es amplio desde afecciones cardiacas,
tos, asma y bronquitis, ademas de ser un potente analgésico en artritis y como vasorrelajante
(Barajas 2014:p.13). Los indigenas de Centroamérica, Ecuador, Colombia, Brasil y Argentina
emplean esta planta debido a las propiedades farmacoldgicas que se le atribuyen, mismas que se
debe a la presencia de los alcaloides que se encuentran como son la emetina,
DMTdimetiltriptamina) éste Gltimo en menor porcentaje, ademas de los compuestos fenélicos

que posee.(Barajas 2014:p.16)



1.2. Familia Rubiaceae

1.2.1. Caracteristicas

Considerando la amplia diversidad que presenta la familia Rubiaceae se cataloga como la cuarta
maés grande de las fanerégamas, cuenta con 630 géneros y 10.200 especies (Borhidi y Barreto Valdés
2002:p.237). Una caracteristica muy peculiar de las plantas de ésta familia es que pueden presentar
varios tipos de pubescencia en diversos érganos, las hojas son opuestas o verticiladas, sus
estipulas interpeciolares o intrapeciolares, presentan inflorescencias terminales o axilares con una

sola flor, la cual frecuentemente es bisexual, pero en ciertos casos es zigomorfas (Rincén, 2011:p.7)

La familia Rubiaceae se divide en tres subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae
(Teran, 2006:p.18). El café es el producto con mayor salida econémica de las Rubiaceaes, pertenece
al género Coffea, con aproximadamente 100 especies nativas del continente africano,
especialmente de las islas de Madagascar e India (Smith et al., 2004:p.53), ademas de ser una fuente
econdmica es empleado en otras areas gracias a los compuestos naturales que posee, se emplea

como alucindgeno, veneno, etc (Smith et al., 2004:p.48).

Muchos géneros de Cinchonoideae son fuentes de quina, ésta se consideraba el Unico remedio
para la malaria (Cronquist ,1981:p.136). La familia de Rubiaceaes presenta tres tipos de alcaloides

estructurales de tipo inddlicos, quindlicos (quina) e isoquinoliticos (emetina) (Teran ,2006:p.20).

1.2.2. Distribuciéon mundial

La familia de las Rubiaceas ocupa el cuarto lugar de las familias de plantas en el mundo, cuenta
con un total de 650 géneros y 13000 especies aproximadamente (Smith et al., 2004:p.54). EI género

Psychotria es el mas grande, con alrededor de 1700 especies a nivel mundial (Smith et al., 2004:p.54).

Su distribucion es cosmopolita y con predominio pantropical, un tercio del total de los géneros se
encuentran en climas neotropicales, en el continente americano se localizan en las zonas con clima

tropical con alrededor de 5000 especies (Teran ,2006:p.20).

En los paises de Colombia, Venezuela, Pert, Bolivia, Brasil y Ecuador se localizan diferentes
plantas que pertenecen a las Rubiaceas, teniendo importancia econémica, ornamental y medicinal
(Martins y Nunez ,2015:p.13424).En Ecuador se encuentran aproximadamente 4500 especies, de las
cuales 3028 estan localizadas en la region Sierra con una altitud no mayor a 2000 msnm, las

especies restantes de Rubiaceaes estan presenten en la region amazoénica, debido a las



caracteristicas de sus bosques éstas crecen hasta formar pequefios arbustos y desarrollan sus
frutos, muchas de éstas especies pueden causar paralisis en el ganado, ya que son venenosas,

ademas cabe resaltar que alrededor de 54 especies son endémicas de Ecuador (Valois-Cuesta et
al.,2016:p.1276).

1.3. Género Psychotria

1.3.1. Caracteristicas

El género Psychotria pertenece a la familia Rubiaceae y a su vez a la subfamilia Rubioideae, es
el género més grande con mayor especimenes a nivel mundial, cuenta con alrededor de 2000
especies, se le atribuyen tres subgéneros en funcién de sus caracteristicas morfoldgicas y
distribucion geogréfica siendo estos: Psychotria (pantropical), HeteroPsychotria (neotropical),
Tetramerae (Africa y Madagascar) (Darwin ,1976:p.598).

Se caracteriza principalmente por presentar un ovario inferior con un solo 6vulo, corola recta
blanca o verde, sus frutos son carnosos y con semillas en nimero de 2 a 5 y de apariencia lisa
(Zappi ,2000). Al obtener algunos extractos del género Psychotria se identificaron ciertos
metabolitos secundarios, tales como, alcaloides, fenoles y demas sustancias bioactivas, propiedad
que le otorgd el nombre de género caliente, debido a la capacidad citotdxica que presentaron los

extractos alcaloidales asi como sus respectivas fracciones (Margalho, Delprete y Groppo ,2012:p.28).

1.3.2. Etnobotanica

Las especies de Psychotria son utilizadas en medicina tradicional en infusién o decoccion, para
el tratamiento de un sin nimero de enfermedades como: problemas de reproduccion, afecciones
de las vias respiratorias y molestias gastrointestinales, ademas se emplea de manera externa como

unglientos para tratar afecciones de la piel y dolores articulares (Frescura et al., 2013:p.27).

En México P. papantlensis se utiliza para tratar enfermedades inflamatorias, en PerQ
especificamente en la region amazonica se utiliza P. pilosa, P. poeppigiana, P. carthagenensis
con distintos propositos medicinales, es asi que se emplean para procesos eméticos, hemorragias

uterinas, diarrea, fiebre y sedantes (Silva et al., 2017:p.169).

En Ecuador las especies de Psychotria se emplean en el ambito medicinal, alimentario y

ornamental. Los frutos de P. trichoceplada son comestibles, P. poeppgiana, P. viridis, se emplean



en la preparacion de bebidas alucindgenas, ademas P. poeppigiana su flor se emplea para decorar

casas y tratar afecciones de la piel y mucosas (De La Torre et al., 2008:p.551-555).

Las hojas, raices, corteza e incluso flores de las diferentes especies de Psychotria se emplean para
tratar distintas enfermedades, esto cominmente sucede en los poblados alejados, donde los
habitantes de zonas endémicas, utilizan plantas como alternativa farmacologica, las distintas
partes de las plantas presentas propiedades antibidticas, antifungicas, antivirales,

antiinflamatorias, antiparasaitarias e incluso anticancerigenas (Madureira ,2008:p.128).

1.3.3. Alcaloides de Psychotria

Taxondémicamente este género es muy complejo, esto se debe a la falta de caracteristicas
morfol6gicas, no obstante la presencia de alcaloides indélicos es un dato relevante para la
guimiotaxonomia; las especies de Psychotria sobresalen de otras por la produccion de moléculas
activas entre las que se pueden destacar benzoquinonas, alcaloides, pigmentos péptidos,
naftaquinonas (Porto et al., 2009:p.31). Aproximadamente el 52% del total de los compuestos que
poseen las especies de Psychotria corresponde a alcaloides de tipo indol (de Carvalho et al.,
2016:p.232). La emetina es el compuesto mayormente conocido y que fue aislado a partir de una

especie de Psychotria.

1.3.3.1. Alcaloides diméricos y poliindol

La psicotridina se obtuvo a partir de P. oleoides, P. colorata, P. beccarioides, que presentan

como principal caracteristica en su estructura la N-metiltriptamina (de Carvalho et al., 2016:p.232-233).

1.3.3.2. Alcaloides indol monoterpénicos (MIASs)

Estos alcaloides son biosintetizados a partir de la union del triptéfano y la secologanina, siendo
este ultimo un terpeno iridoide, a estos alcaloides se les atribuyen actividades bioldgicas de gran
importancia, ya que pueden actuar como agentes antipaltdicos, anticancerigenos y antiarritmicos.
A partir de P. leiocarpa se obtuvo el N-B-D-glucopiranosil vincosamida, siendo este el primer
alcaloide MIA.(Yang et al., 2016:p.1-3)



Las propiedades farmacoldgicas que se hacen mencion a partir de los anillos de tipo indol son

principalmente antivirales, anti-VIH, hipotensores y nutritivos (Singh y Singh, 2017:p.9).

1.3.4.  Actividad Bioldgica

1.2.4.1 Antiviral

La emetina actiia como un compuesto antiviral, se obtuvo a partir de la P. ipecacuana, se emplea
como agente antiviral frente al VIH o virus de la inmunodeficiencia humana, puesto que inhibe
la sintesis proteica, del ADN y ARN ribosomal y mitocondrial (Botero et al., 2015:p.182), estudios
demuestran que especies como P. serpens poseen actividad inhibitoria sobre el virus del herpes

simple tipo | (zhou et al., 2018:p.24).

1.3.4.1. Analgésica

Por muchos afios se estudié la P. colorata descubriendo que sus hojas presentan actividad
analgésica, especialmente para los dolores articulares, y su accion es similar a los opioides, fue
posible comprobar a partir de estudios realizados en animales de laboratorio, a partir de ahi se da
fe del uso ancestral de esta planta, especialmente por los indigenas de la regién amazénica del

Brasil (Elisabetsky et al., 1995:p.81)

1.3.4.2. Antioxidante

P. umbellata presenta actividad antioxidante y antimutagénica, se determiné a través del ensayo
de hipoxantina/xantina oxidasa en presencia del radical hidroxilo, mostrando destacado efecto

protector ante el estrés oxidativo sobre sepas de Saccharomyces cerevisiae (Fragoso et al., 2008:p.560).



1.4.  Psychotria poeppigiana

1.4.1. Descripcion botanica

Psychotria poeppigiana conocida comUnmente como tabaco de chupaflor, flor de labios de
mujer, beso de la novia y sombrerito del diablo, es un arbusto de aproximadamente tres metros
de altura, las hojas son simples y opuestas, con forma eliptica o levemente acuminadas, la base es
aguda o corneada, presenta venas secundarias de seis a doce pares, la longitud de los peciolos es
de 0,4 a 3 cm, sus estipulas estan unidas al tallo por medio de una vaina con dentadura triangular.
Las inflorescencias son terminales, capitadas y con cabezuelas globosas. La corola es tubular y
de color amarillo, presenta cinco estambres y un solo ovario infero. La semilla o fruto es de forma

elipsoidal de color azul y presenta no mas de dos semillas (Barajas et al., 2014:p.5).

Figura 1-1: Psychotria poeppigiana

Fuente: (La selva florula digtal, 2013)

1.4.2. Distribucion geografica

Psychotria poeppigiana es un arbusto que vive en climas himedos- tropicales, su distribucién
abarca desde Centroamérica hasta américa del sur, localizandose en la regién amazonica de los

paises de Brasil, Pert, Colombia, Ecuador, Venezuela y con menor presencia en Bolivia
(Tropicos,2009:p.1).

En Ecuador se encuentra en las provincias de Napo, Pastaza, Sucumbios Orellana y Morona
Santiago, como es caracteristica propia de la especie Unicamente vive en las zonas climaticas

donde la altitud no supera los 900 msnm (Tropicos, 2009:p.1)



1.4.3. Usos tradicionales

Es utilizada ampliamente en el departamento del Putumayo-Colombia, su raiz a través del proceso
de decoccion se emplea para tratar afecciones pulmonares, presenta dos usos, uno interno que
consiste en beberlay otro externo donde se aplica inicamente sobre el pecho a manera de masajes,
como analgésico para calmar el dolor de oido usando el agua que se deposita en la corola de la
flor, en casos de demencia se emplea como sedante a traves de una infusion de las hojas y las
flores jovenes de la planta, ademas se usa para la fiebre, sarampidn, para detener hemorragias

uterinas, vomito, diarrea y como tonico (Barajas et al., 2014:p.6).

1.4.4. Composicion quimica

Presenta principalmente fitoesteroles, una pequefia cantidad de dimetiltriptamina, ademas en las
hojas de Psychotria poeppigiana se identificé el 4,5,7,7a-tetrahidro4,4,7a-trimetl-
2(6H)benzofuranona, 2-feniltridecano, estigmast-5-en-3-ol, estigmast-4-en-3-ona, elemicina, 4-

vinil-2-metoxifenol, vainillina, &cido palmitico y escopoletina (Barajas et al., 2014:p.13).

1.5.  Xantina oxidasa (XO)

1.5.1. Caracteristicas

La XO es una enzima que pertenece al grupo de las molibdoflavoproteinas, cataliza la reaccion

de oxidacion de las purinas, xantina e hipoxantina, generando peroxido de hidrégeno y acido Grico
(Martinez ,2000:p.58).

Se conoce como enzima de Schardinger 0 a su vez como hipoxantina oxidasa, se encuentra
presente en diferentes organismos, desde el més sencillo como son las bacterias hasta organismos
complejos como el ser humano, en estos Ultimos presenta un peso molecular aproximado de

300kDa, posee dos subunidades de 150kDa cada una (Kapoor y Saxena ,2016:p.7).

En los seres humanos se encuentra principalmente en el higado, rifiones, en las células del sistema
inmune, intestino y corazén, presenta un rango de pH funcional de 6 a 9 el rango de temperatura

aproximado es de 30 a 50 °C (Battelli et al., 1999:p.148).



1.5.2. Estructura

La XO esta formada por 02 homodimeros, de la familia de proteinas del molibdeno, cada
monomero estd presente en dominios distintos, el prototipo que sigue la XO es la xantina
Oxidoreductasa (XOR), presenta tres formas o dominios con gran potencial redox, el primero
constituido por el cofactor molibdeno (MoCo), el siguiente presenta el cofactor flavin adenin

dinucledtido (FAD), y por tltimo se encuentra el dominio que presenta dos centro azufre y hierro
(Mendoza et al.,2005:p.3).
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Figura 2-1: Estructura de la xantina éxidoreductasa

Fuente: (Harrison, 2002)

1.5.3. Mecanismo de accion

La XO metaboliza las purinas, cataliza la hipoxantina a xantina y da como producto &cido Urico
y la reduccion del oxigeno molecular (Oy), esto tiene lugar en el centro de los nucléotidos,
generando a su vez radical superdxido y perdxido de hidrogeno(Olson et al., 1974:p.4368).Los acidos
nucleicos sufren hidrdlisis en el organismo y como resultado de esto generan mononucleétidos,
esto se debe a la presencia de enzimas enddgenas y exdgenas que rompen los enlaces y como
parte del proceso se degradan a nucle6sidos, este paso es catalizado por la enzima 5 nucleotidasa,
liberando tanto guanosina (GMP) como adenosina (AMP), las dos Ultimas siguen diferentes rutas
de metabolizacién (Nishino et al., 2005:p.24889). La AMP a través de una desaminacion pierde el
grupo amino de su estructura y forma iosina, seguido a esto actta la nucleotidasa dando HX,
convirtiendo por medio de la misma enzima a la guanosina en guanina (Ichimori et al., 1999:p.7764).
La HX sufre una oxidacion por medio de la XO, formando xantina, mientas que la guanina a

través de la accion de la guanina desaminasa genera xantina, ésta Ultima se oxida de manera



inmediata gracias a la xantina oxidasa y da como resultado final &cido Urico (Maiuolo et al., 2016:p.8).
Durante la oxidacion de las purinas juega un papel importante el molibdeno, ya que éste recibe
electrones (¢7), quedando reducido a Mo**, dando lugar al complejo LMo(IV)-O-(SH)(OP), al
producirse la transferencia de electrones desde el centro del molibdeno hacia la parte externa
genera que una molécula de agua (H20) empuje el complejo formado enzima-sustrato dando lugar
al ligando Mo-OH, al mismo tiempo que ocurre una semirreaccion de oxidacion pasando los
electrones del FAD al NAD* para dar paso a la forma deshidrogenasa o conocida como O, para
la forma oxidasa, por ultimo la HX sufre una hidroxilacion en el carbono dos, dando como
resultado la xantina, aqui se adiciona un grupo hidroxilo en el carbono ocho formado asi el &cido

Urico (Hille et al., 2014:p.3968).
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Figura 3-1: Produccion y eliminacion de cido Urico

Fuente: (Rizzi y Schindelin ,2002)

1.5.4. Papel fisioldgico de la XO

La implicacion de la XO en diversos procesos fisiopatoldgicos se debe a la capacidad de producir
radicales libres de oxigeno asi como de nitrégeno (Rus ,2005). En condiciones de hipoxia la XO se
encarga de la reduccion del gliceril trinitrato (GTN), esta implicada en la disfuncionalidad

endotelial inhibiendo la vasorelajacion (Dawson y Walters, 2006:p.638).

1.5.5. Distribucion de la XO

En funcion del tejido donde se localice la enzima su actividad va a variar, siendo asi el higado el
lugar donde se encuentra en mayor cantidad, seguido por la porcion proximal del intestino

delgado, el duodeno y el yeyuno, se encuentra una pequefia cantidad de XO en el cerebro y en el



corazln, cantidad minima para implicar su actividad con el dafio celular durante una isquemia,

reperfusion cardiaca y algunas enfermedades neuronales (Torres y Garcia,2002).

1.6.  Hiperuricemia

Se conoce como hiperuricemia (HU) a un aumento en los niveles de acido urico en sangre, dichos
niveles no deben ser superiores a 5,7mg/dL para mujeres y 7,0mg/dL en hombres (Perez y Lioté,
2007:p.1326). Al existir un desbalance tanto en la produccion como en la eliminacion de AU la HU

se presenta formando precipitados de AU a nivel de las articulaciones principalmente (Perez y Lioté
,2007:p.1327).

1.6.1. Epidemiologia

A nivel mundial la prevalencia de la enfermedad conocida como la gota se presenta entre el 0,1-
10%, a través de estudios se ha podido identificar en ciertos paises del continente Europeo y
América del Norte que los datos van a variar del 1-4%, en relacién al género, los hombres
presentan mayor prevalencia de dicha enfermedad siendo asi que por cada mujer cuatro varones

contraen hiperuricemia y alrededor del 10% de los individuos desarrollan gota (Saag y Choi,
2006:p.101).

1.6.2. Etiologia

Al existir aumento en el AUS (&cido urico sérico), se desarrollara la gota, ya que ésta es la
condicion indispensable para la aparicion de dicha patologia, ademas existen otras causas como
es el factor genético, al cual se le atribuye el 90% de los casos de gota, sin dejar de mencionar
que la alteracion del metabolismo de las purinas es el indicio fundamental para generar gota en el

ser humano (Pascual et al., 1999:p.759).

1.6.3. Factores de riesgo

La hiperuricemia es un trastorno comin y a su vez complejo, que va a ser causado por un sin

nimero de factores de riesgo (Wallace et al., 2004:p.7):



- Edad y sexo: La probabilidad de desarrollar HU es tres veces mayor en hombres que en
mujeres, sin embargo los hombres de raza negra son mas afectados que los de raza blanca, la
incidencia de la enfermedad va aumentar con la edad tanto en hombres como en mujeres, cabe
mencionar que en las mujeres posmenopausicas existe un aumento significativo esto se debe

a la disminucion de estrégenos.

- Alcohol y dieta: Tanto la dieta como el consumo de alcohol estan estrechamente relacionados
con el desarrollo de HU, ya que el consumo de carnes y mariscos los cuales son ricos en purinas
aumentan el riesgo de padecer HU, con respecto al alcohol una de las bebidas de mayor

consumo es la cerveza siendo ésta rica en guanosina genera mayor riesgo.

1.6.4. Tratamiento

El principal tratamiento para la hiperuricemia asi como del &cido urico es la reduccion de urato a
largo plazo, las principales drogas que se emplean son agentes uricostaticos principalmente el
alopurinol y febuxostat, los cuales actGan inhibiendo la accion de la XO y a su vez reducen la
produccién de AU, ademas se emplean agentes que facilitan la excrecion urinaria de acido drico

como el probenecid (Lee et al., 2009:p.903).

1.7. Inhibidores de XO

Al existir una elevacion en la concentracion de AU, no es mas que el resultado de una excesiva
actividad de XO y de estrés oxidativo, siendo asi la principal causa para los diferentes estadios de
la enfermedad, los inhibidores de xantina oxidasa (XOl), son indispensables, puesto que reducen

los niveles de &cido Urico en sangre y a su vez el estrés oxidativo generado (Bull y Scott, 1989:p.1).

1.7.1. Alopurinol

El alopurinol fue descubierto en 1940 y es el primer farmaco inhibidor de la XO, fue aprobado
para el tratamiento de artritis gotosa por la Administracioén de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA) en 1966 (Halevy et al., 2008:p.25).
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1.7.1.1. Mecanismo de accion

El alopurinol reduce las concentraciones de AU a partir de la inhibicién de XO, el oxipurinol es
la forma activa del alopurinol el cual se metaboliza en el higado, disminuyendo asi la conversién
de hipoxantina y xantina en &cido Urico, generando un aumento de xantina e hipoxantina sérica,
provocando inhibicidn en la sintesis de purinas y a su vez disminucion en las concentraciones de

acido Urico sérico (Pérez et al., 2014:p.1).

1.7.2. Febuxostat

En febrero del 2009 la FDA aprobé el febuxostat como farmaco para el tratamiento de la gota en
dosis de 40-80mg/dia, mientras tanto la agencia europea de medicamentos aprobé el medicamento
pero a dosis de 80y|20mg, se considera el uso del febuxostat para pacientes con intolerancia al

alopurinol y para aquellos con insuficiencia renal (Love et al., 2010:p.596).
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Figura 5-1: Estructura quimica del febuxostat

Fuente: (Bisht y Bist, 2011)
1.7.2.1. Mecanismo de accion

Es un potente inhibidor de la XO, reduciendo la concentracion de uratos, no posee un analogo
como en el caso del oxipurinol(alopurinol), el febuxostat inhibe Unicamente a la XO no a las

demés enzimas presentes en las rutas de metabolizaciéon tanto de la spurinas como de las



pirimidinas y de esta manera evita la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

(Schumacher et al., 2008:p.1540).

1.8. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo hace referencia al desequilibrio que existe entre la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres (RL) con la eliminacidon de las mismas, siendo las
principales ROS el anién superdxido (O2), el perdxido de hidrégeno (H20.) y el radical hidroxilo
(HO) (Corrales y Ariza, 2012:p.1).

El dafio celular que genera afecta a lipidos, proteinas, y acidos nucleicos, la produccion de
radicales libres es excesiva e inevitable, ya que se generan a partir de los procesos bioquimicos
gue tienen lugar en el organismo, ademas de ser subproductos de la contaminacion ambiental a la
cual estamos expuestos, dando como resultado el desequilibrio entre los agentes oxidantes y

antioxidantes (Rodriguez Perén et al., 2001:p.4).

1.8.1. Tipos de estrés oxidativo segiin su origen

1.8.1.1. Estrés oxidativo exdgeno

Dentro de las fuentes exdgenas para la generacion de radicales libres se encuentran
principalmente ciertos farmacos antineoplasicos como la adriamicina, bleomicina y algunos
antibioticos que requieren la presencia de un metal para ejercer su accién, debido a esta condicion
es que poseen la capacidad de generar ROS, otra fuente importante es el humo de tabaco,
pesticidas, solventes, hidrocarburos aromaticos, por ultimo la radiacion que absorbe el organismo

y generan radicales libres (Lobo et al., 2010:p.120).

1.8.1.2. Estrés oxidativo fuentes enddgenas

La presencia de radicales se da también por procesos naturales que tienen lugar dentro del
organismo, como la respiracion celular, la cadena de transporte de electrones, procesos
inflamatorios, cuando existen episodios de actividad fisica excesiva, y en la respuesta inmune,

esto se da debido a que en organismos sanos las mitocondrias son la principal fuente de radicales



libres, ya que son responsables del 90% del consumo del oxigeno existente en el organismo
(Turrens ,1994:p.9).

1.8.2. Antioxidantes

El organismo de los seres humanos posee varios sistemas de defensa antioxidante de naturaleza
enzimatica y no enzimatica conocidos como antioxidantes endégenos y otro sistema antioxidante

exogeno, el cual se adquiere principalmente de la dieta (Gutiérrez a R, 2002:p.4).

Estos sistemas pueden actuar de la siguiente manera: previniendo la formacion de ROS, atrapando
los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en especies menos reactivas, ayudando a la reparacion
del dafio celular causado por estas especies, y poOr ultimo generando un espacio adecuado para
la accidn de los antioxidantes (Gutiérrez a R, 2002:p.5).

1.8.2.1. Antioxidantes enddgenos enzimaticos

Las células eucariotas poseen enzimas que son capaces de detoxisificar la célula, ya que son
enzimas antioxidantes, las que juegan un papel importante son la superdxido dismutasa (SOD),

catalasa (CAT), y la glutation peroxidasa (GHS-PX) (Naqui et al., 1986:p.141).

1.8.2.2. Antioxidantes enddgenos no enzimaticos

Los oxidantes fisiol6gicos y los tioles (-SH) al actuar de manera conjunta poseen la capacidad de
mantener la homeostasis del potencial redox, al mismo tiempo eliminan el radical hidroxilo y el
peréxido de hidrégeno; el acido drico ayuda a la autooxidacion de la hemoglobina (Hb)

eliminando radicales libres (Zini et al., 1993:p.184).

1.8.2.3. Antioxidantes exdgenos

Dentro de los antioxidantes ex6genos tenemos a las vitaminas C y E, betacarotenos, licopenos y

flavonoides los cuales se pueden incorporar al organismo a través de la dieta.(wayner et al.,
1985:p.35).



La vitamina c 0 4cido ascorbico es hidrosoluble, elimina radicales libres, y ayuda a la regeneracion
de la capacidad antioxidante de la vitamina E, posee un efecto anticancerigeno frente al humo del
tabaco (Greenberg y Sporn, 1996:p.1189-1190). Mientras tanto la vitamina E es el principal antioxidante
gracias a la presencia del o tocoferol que posee en su estructura, por ello se le atribuye la defensa
del organismo frente al dafio celular asociado a radicales libres, ademas de las vitaminas los
oligoelementos como el cinc (Zn), cobre (Cu), manganeso (Mn), selenio (Se), y hierro (Fe),
contribuyen a la accion antioxidante, ya que estos estan presentes en las estructuras de las

vitaminas (Garcia y E, 2002:p.180).

1.8.3. Relacién con otras enfermedades

Las especies reactivas de oxigeno como el peroxido de hidrégeno, radical superdxido y oxigeno
estan asociados con diferentes patologias, ya que en algunas son la principal causa para que se
desarrollen, es asi el caso del &cido drico e hiperuricemia, estrés oxidativo, siendo este Gltimo
precursor de enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, Alzheimer, reperfusion en

cerebro y corazén, arterosclerosis, envejecimiento prematuro, cancer, artritis (Oxilia, 2014:p.23-27).

1.9.  Autografia

La autografia es un método basado en la separacion de compuestos y deteccién de actividades
como antioxidantes, antifngicas, antibacteriales y enzimaticas, empleando cromatografia en capa
fina (TLC), cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPLC), cromatografia laminar de

rendimiento éptimo (OPLC) y electrocromatografia capilar (CEC) (Dewanijee et al., 2015:p.75).

La técnica del TLC combina dos actividades la separacién cromatografica asi como también la
determinacion de la actividad in situ ayudando a la localizacién y asilamiento de los componentes

que forman parte de la mezcla (Ramallo et al., 2006:p.15-16).

1.9.1. Autografia de contacto

Se emplea una placa de TLC donde se siembra la mezcla a analizar, y dicha placa es colocada
sobre el agar que fue previamente gelificado y funcionalizado, durante algunos minutos y hasta

horas de tal manera que se asegura la transferencia por difusion de los compuestos presentes en



la placa. Los compuestos que presentan actividad entran en contacto con el agar y es ahi donde

estan las zonas de inhibicion (Miiller et al., 2004:p.207-211).

1.9.2. Autografia directa

Este método se basa en la utilizacién de una placa desarrollada de TLC la cual se sumerge en una

suspension de reaccién, las zonas de inhibicion son los lugares donde existe actividad biologica
(Chomay Grzelak, 2010:p.2686).

1.9.3. Autografia por inmersion

Es la combinacion de dos métodos tanto de la autografia de contacto como de la autografia directa,
pues permite la transferencia de compuestos desde la placa hacia el agar y a su vez la capa de agar
va a permanecer en la superficie de la placa de TLC, aqui la placa de TLC es cubierta con agar
simple, se solidifica y se procede a sembrar los compuesto 0 microorganismos, por ultimo se deja
incubar (Chomay Grzelak, 2010:p.2686).

1.10. Determinacion de Inhibidores de Xantina Oxidasa

1.10.1. Sistema xantina/xantina oxidasa/ NBT

El empleo de este método consiste en aplicar una solucion que contenga la enzima xantina oxidasa
y una sal de tetrazolio (NBT), la oxidacion de la xantina genera radicales superéxido los cuales
reducen el NBT cambiando su color de amarillo palido a formazan parpura. Las sustancias
presentes son capaces de inhibir , a su vez evitan la generacion de Oy, por ende la produccion de

formazan (Ramallo et al., 2006:p.16).
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Figura 6-1: Mecanismo de accion del sistema

xantina/xantina oxidasa/NBT.

Fuente: (Alves et al., 2010)

1.11. Determinacion de radicales libres

1.11.1. Método DPPH-

Fue desarrollado en 1958 por Marsden Blois se fundamenta en el empleo del radical libre 2,2,-
diphenyl-1-pricrilhidracilo /DPPH-) y evaluar la capacidad antioxidante de un extracto o
compuesto para captar radicales de DPPH- (Alves et al,. 2010:p.2204), en forma libre presenta
absorbancia de 515-520 nm de color violeta fuerte y aceptable estabilidad (Kedare y Singh,
2011:p.414). El 4tomo de nitrégeno del radical DPPH- tiene un electrén impar, dicho atomo se
reduce al recibir un atomo de hidrégeno de los antioxidantes formando el DPPH-H en su forma
reducida, generando hidracina, produciendo aumento en la absorbancia y cambio de color de
violeta a amarillo palido debido a la presencia de grupos picricos residuales (Oliveira, 2015:p.36-44).
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Figura 7-1: Mecanismo de accioén de DPPH- con

transferencia de un a&tomo de hidrégeno

Fuente: (Oliveira, 2015)



1.11.2. Sistema Riboflavina/Luz/NBT

Fue desarrollado en 1971 por Beuchamp y Fridovich, con la finalidad de determinar de manera
indirecta la accion de la enzima superéxido dismutasa SOD), basadndose en la capacidad de
inhibicion de dicha enzima sobre las reacciones que son impulsadas por aniones superoxidos, no
obstante la verdadera aplicacion esta encaminada a la busqueda de sustancias que captan O, a

partir de diferentes extractos vegetales (Piacham et al., 2003:p.1254).
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Figura 8-1: Reduccion de NBT por fotdlisis de B>

Fuente: (Piacham et al., 2003)

El fundamento de este ensayo consiste en la reduccion delas flavinas como la riboflavina las
cuales son capaces de generar radicales superdxidos que a su vez son capaces de reducir el NBT,
dando como resultado la formacion de formazan azul, ocurre como consecuencia de la excitacién
del NBT cuando se da la absorcion de un fotdn que procede de la fotdlisis de la riboflavina, dando
lugar al radical de semiquinona que reacciona con el oxigeno y genera O, el cual reduce el NBT

y da como resultado final la produccién de formazan (Piacham et al., 2003:p.1254).

1.11.3. Sistema NADH/Metosulfato de Fenazina (PMS)/NBT

Este sistema se encarga de evaluar la capacidad de captacion de radicales superdxido, se presenta
en dos etapas: una esta a cargo del PMS donde se da la oxidacion del NADH y la otra donde se
da una reduccidn del NBT por transferencia de electrones procedentes del anién superéxido para
la formacion de formazan plrpura que presenta una absorbancia de 570nm, cuando existe el

consumo de O la absorbancia se reduce a 560nm (Rojano et al., 2012:p.410).
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CAPITULO I

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Lugar de la investigacion

El estudio tuvo lugar en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias de la

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2.  Recoleccién de la materia vegetal

La recoleccion de las hojas de Psychotria poeppigiana se llevé a cabo en la Provincia de
Sucumbios, ciudad Lago Agrio, parroquia Dureno en el km 21 en la propiedad “TRES
HERMANAS”, perteneciente al sefior Mario Pazos, en el mes de Mayo del 2019
aproximadamente a las 15H00, se realiz6 la recoleccion durante dicho mes, debido a que en este

periodo florece lo que facilita su reconocimiento.

Los tramites legales se realizaron dias antes de la recoleccion de la especie, obteniéndose la Guia
de Movilizacion de Especimenes de Vida Silvestre N° MAE-DPAS-FLO-2019-066, en calidad
de Investigacion dentro 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 Y SOSTENIBLE”.

2.3. Identificacién botanica

La identificacion de la especie vegetal estuvo a cargo del Ingeniero Jorge Caranqui, botanico del

herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.



2.4.  Equipos, materiales y reactivos

2.4.1. Equipos

Tabla 1-2: Equipos empleados durante el desarrollo del presente trabajo de investigacion.

PROCEDIMIENTO EQUIPO
Acondicionamiento del material Estufa de conveccion natural
vegetal Molino Arthur. H. Thomas

Balanza de precision HDM

Ensayos para el control de calidad Estufa Memmert SNB400
Reverbero
Mufla
Balanza analitica HDM
Tamizaje fitoquimico Sorbona
Obtencion del extracto alcaloidal Sonicador

Rotavapor Heidolph

pH-metro

Autografia Termoagitador magnético THERMO
Micropipeta multicanal
Centrifuga
Agitador Vortex
TermoOmetro digital
Céamara UV
Lampara fluorescente 20W
Pipeta automatica Thermo Scientific
Software GEL ANALYZER

Almacenamiento de reactivos Refrigeradora

Congelador

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020



2.4.2. Materiales

Tabla 2-2: Materiales empleados en cada uno de los procedimientos de la presente

investigacion

PROCEDIMIENTO MATERIAL

Control de calidad Crisoles de porcelana

Pinza metalica para crisol
Pipeta graduada de 10mL
Papel filtro
Embudo
Desecador

Tamizaje fitoquimico Frascos &mbar de 500mL
Tubos de ensayo
Gradilla para tubos
Pipetas Pasteur
Pipeta graduada de 10mL

Obtencidn del extracto alcaloidal Frasco de vidrio de 1000mL
Embudo
Papel filtro
Balon de destilacion boca 29/32

Vaso de precipitacion de 500mL

Autografia Matraz de Erlenmeyer 50mL
Puntas para micropipeta
Placas TLC Silicagel

Capilares

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020



2.4.3. Reactivos

Tabla 3-2: Reactivos empleados en cada uno de los ensayos realizados

ENSAYOS

REACTIVOS

Cenizas solubles en agua

Agua destilada

Cenizas insolubles en HCI

Acido clorhidrico al 10%
Agua destilada
Acido Nitrico
Nitrato de plata al 0,1mol/L

Extracto etéreo

Eter dietilico

Extracto alcoholico

Etanol al 96%

Extracto acuoso

Agua destilada

Tamizaje fitoquimico para Alcaloides

Mayer
Dragendorff
Wagner

Tamizaje fitoquimico Antocianinas

Alcohol amilico

Acido clorhidrico concentrado

Tamizaje fitoquimico Terpenos

Liebermann-Buchard

Tamizaje fitoquimico Taninos y fenoles FeCls
Tamizaje fitoquimico Flavonoides Shinoda
Tamizaje fitoquimico Quinonas Borntrager

Tamizaje fitoquimico Aceites y Grasas

Sudan 111 solucién acuosa

Sudan 1V 5% solucién acuosa

Tamizaje fitoquimico Lactonas y

cumarinas

Baljet

Tamizaje fitoquimico Catequinas

Carbonato de sodio

Tamizaje fitoquimico Azucares

reductores

Fehling

Tamizaje fitoquimico Resinas

Agua destilada

Tamizaje fitoquimico Aminas

Ninhidrina

Obtencidn del extracto alcaloidal

Metanol
Acido sulfarico al 2%
Hidroxido de amonio
Acetato de etilo al 25%

Goma arabiga

continua




continua

Eter de petréleo

Sulfato de sodio anhidro

Autografia método DPPH: Agar 5mg/mL
Solucion DPPH:
Acido ascorbico(solucion estandar)

Autografia método EDTA
Riboflavina/Luz/NBT NBT solucién
Riboflavina 1,25mg/mL
Agar 5mg/mL

Fosfato monopotasico
Fosfato dipotasico
Agua bidestilada

Taxifolina (solucion estandar)

Autografia método NADH/PMS/NBT EDTA
NBT solucion
NADH solucion
PMS
Agar 5mg/mL
Fosfato monopotasico
Fosfato dipotasico
Agua bidestilada

Taxifolina (solucion estandar)

Autografia inhibicion de XO Agar 5mg/mL
Fosfato monopotasico PBS
Fosfato dipotasico PBS
EDTA
XO solucion
NBT solucion
Xantina (sustrato)

Alopurinol (solucion estandar)

Cromatografia Clroformo
Metanol

Trietilamina

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020



2.5.  Acondicionamiento de la materia vegetal

Las hojas secas de Psychotria poeppigiana fueron trituradas con la ayuda de un molino de
cuchillas obteniendo particulas de 2 a 3 mm aproximadamente, previo a esto se limpiaron y se
colocaron en una estufa a 50 °C durante dos dias para eliminar el exceso de humedad.

Una vez listo el material vegetal se procedié a guardar en fundas de plastico completamente

limpias y de color negro a 25°C en ambiente oscuro hasta su posterior uso.

2.6.  Técnicas y procedimientos

2.6.1. Control de calidad

2.6.1.1. Humedad

El ensayo de humedad se realiz6 por triplicado, aplicando el método gravimétrico por desecacién
en estufa, se empled un crisol previamente tarado y se afiade 2 mg de muestra, se coloca en la
estufa por 3 horas a 105°C, transcurrido este tiempo se retira de la estufa y se coloca en el
desecador hasta que alcance la temperatura y se procede a pesar en la balanza analitica, este paso

se repite hasta obtener peso constante (Miranda, 2002:p.10)

2.6.1.2. Cenizas totales

Las cenizas totales se determind empleando el método gravimétrico (Miranda, 2002:p.8).

2.6.1.3. Cenizas solubles en agua

El método gravimétrico se empled para determinar cenizas solubles en agua (Miranda, 2002:p.9).



2.6.1.4. Cenizas insolubles en HCI

Para la determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico se utilizé los reactivos requeridos

y se empled el método gravimétrico (Miranda, 2002:p.10).

2.6.2. Tamizaje fitoquimico

Se pes6 20 g del material vegetal triturado de Psychotria poeppigiana y se procedié a la
extraccion con éter etilico, etanol al 96% y agua destilada, cada una durante 48 horas. Se realizd
los distintos ensayos fitoquimicos en los diferentes extractos para la determinacion cualitativa de
los principales metabolitos secundarios presentes en Psychotria poeppigiana como: alcaloides,
taninos, terpenos, fenoles, lactonas, grasas, quinonas, catequinas, azUcares reductores, cumarinas,
aminoacidos, mucilagos, resinas, flavonoides y por ultimo principios amargos. Cada

procedimiento se realizé como lo indica Miranda et al. (1992:p.31-45)

2.6.3. Obtencion del extracto alcaloidal

Se dej6 macerar durante 72 horas 50 g de materia seca de Psychotria poeppigiana en 500 mL de

metanol, cada dia se sometié el macerado a sonicacién durante una hora una sola vez.

Una vez filtrado el extracto se procede a concentrar en el rotavapor, con las siguientes
condiciones: presion reducida y temperatura de 50°C, de tal manera que se obtuvo el extracto

seco crudo.

Una vez obtenido el extracto crudo y seco se reconstituye con 200 mL de H,SO, al 2%

volumen/volumen ayudando a solubilizar los alcaloides existentes.

A continuacion el extracto se desengrasa con éter de petroleo proceso que se realiza por seis veces
consecutivas, esto sirve para obtener dos fases, una etérea u organica donde se encuentran ceras,

aceites y mucilagos, y otra fase acuosa acida donde permanecen los alcaloides.

A la fase acuosa acida se afiade hidroxido de amonio al 25% volumen/volumen hasta llegar a pH
9.

Se realizan tres extracciones consecutivas para obtener los alcaloides, se adiciona goma arabiga

y sulfato de sodio anhidro, con ello se asegura la eliminacion por completo de residuos de agua.



El extracto listo se procede a filtrar y evaporar con las condiciones anteriores, durante el tiempo
necesario hasta obtener el extracto bruto alcaloidal total, dicho extracto se coloca en un frasco

ambar y se pesa; se reconstituye con metanol absoluto para ser utilizado en los diferentes ensayos.

2.6.4. Cromatografia en capa fina

Se utiliz6 placas TLC de medidas 6 cm x 4 cm, la siembra se ejecut6 en una sola direccion con
10 pL de solucion de alcaloides de Psychotria poeppigiana. La facil mévil estuvo constituida con
cloroformol/trietilamina/metanol (6:5:6 v/v/v), la placa se sumerge en la fase mavil, se retiray se
deja secar para revelar en la cdmara UV a 254nm y por Gltimo se calcula el Rf con la formula que

se presenta a continuacion:

distancia recorrida por el soluto (Dg)

" distancia recorrida por la fase mévil (Dgy)

2.6.5. Autografia

Los ensayos que se refieren a la inhibicion de XO, captacion de radical superéxido fueron
desarrollados en base a la técnica empleada por Ramallo et al. (2006:p.16-19), con algunas
adaptaciones al presente estudio, mientras tanto para la captacién de radicales DPPH:, se empled

lo dispuesta por Soler et al. (2000:p.330-338).

En las placas TLC se sembraron 10 pL de las diluciones de 1, 5, 10, 50 y 100ug de Psychotria
poeppigiana, con el método “dot blot”, se dejo secar para continuar los ensayos. El software GEL
ANALYZER permitié medir el diametro que corresponde a cada uno de los halos de inhibicién,

proporcionando un resultado doble, cualitativo por la intensidad de color y cuantitativo.

2.6.5.1. Método DPPH:

Una vez que ha sido sembrada la placa se somete a una solucién etanélica DPPH- 0,2mM durante
cinco segundos aproximadamente, se deja secar al ambiente, como resultado se pudo observar la
presencia de manchas de color amarillo, mientras que en los lugares donde existe inhibicion se
presenta coloraciéon purpura, el estandar fue acido ascérbico, ya que posee gran actividad

antioxidante.



2.6.5.2. Método Riboflavina/Luz/NBT

Sobre la mezcla de EDTA 1mM, PBS 50mM y agua destilada se adicion6 el agar, mismo que se
disolvié a 80 °C, la solucién se dejé enfriar hasta que Ilegue a 60 °C y se procede a colocar la
solucion de NBT vy la solucidn de riboflavina la cual fue filtrada.

En la placa de TLC se coloc6 5 mL de solucion de riboflavina, se deja solidificar el agar sin
presencia de luz, posteriormente se coloca una lampara fluorescente de 20W para dar inicio a la
reaccion. En las zonas donde existe captacion de radicales superoxido se observa halos de color

claro con fondo morado, el estandar que se emplea es la taxifolina.

2.6.5.3. Método NADH/PMS/NBT

A lamezcla que contiene EDTA, PBS con pH 7,9 y agua destilada, se adiciona el agar el cual fue
disuelto a 80 °C y se deja enfriar hasta los 60 °C, cuando alcanza dicha temperatura se adiciona
la solucion de NBT y NADH.

La solucion de NADH que fue previamente preparada se distribuye sobre las placas de TLC que
contienen las diluciones de Psychotria poeppigiana asi como taxifolina siendo esta ultima el
estandar, se deja solidificar en un lugar oscuro, las placas se sumergen en una solucién de PMS
durante 20 minutos a temperatura ambiente en un lugar oscuro. Cuando existe captacion de

radicales superdxido se observa la presencia de manchas de color claro con fondo parpura.

2.6.5.4. Inhibicién de XO

El agar se disuelve a 80 °C en una mezcla que contiene EDTA y agua destilada, se deja enfriar
hasta que alcance la temperatura de 55 °C, y se afiade la solucién de NBT, la temperatura
disminuye alcanzando los 45 °C se adiciona la solucion de XO, se mezcla y se obtiene la solucion

de trabajo.

En las placas de TLC que contiene las diluciones de Psychotria poeppigiana y el estandar se
adiciono la solucién de trabajo antes preparada y se deja en un ambiente oscuro hasta que
solidifique, se sumergio en la solucion de xantina y se deja reposar alrededor de 30 minutos bajo

oscuridad. Cuando hay inhibicion de XO se marcan las zonas claras con fondo purpura oscuro.



El ensayo de XO genera radicales superoxido para indicar la actividad enzimatica, los captadores
de radicales O, pueden dar resultados falsos positivos, es decir, nos presenta accion inhibitoria
sobre la enzima, se debe principalmente a la exposicion a la luz por esta razén se realizaron
pruebas para dos sistemas de generacion no enzimatica de radicales superoxido de tal manera que
se pueda identificar un inhibidor puro de XO de un captador de O, con el sistema
Riboflavina/Luz/NBT y NADH/PMS/NBT.



3.

3.1

CAPITULO Il

MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS

Tabla 1-3: Datos obtenidos del control de calidad de la planta.

Control de calidad de la materia vegetal

acido (%)

ENSAYO REFERENCIA Psychotria poeppigiana
FARMACOPEA
EUROPEA
Humedad (%) 7-14 7,3853 £ 0,0045
Cenizas totales (%) 12 9,2477 + 0,0028
Cenizas solubles en 7 5,3722 £ 0, 0032
agua (%)

Cenizas insolubles en 5 1,8243 £ 0, 0114

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020

La presencia de agua o contenido de humedad en una muestra vegetal acelera los procesos de

degradacion, pues contribuye a la accién enzimatica, dando como resultado la descomposicion

del material vegetal, siendo imposible su uso, es asi que en la tabla 1-3 se muestra los resultados

del control de calidad de la muestra vegetal, donde la humedad de las hojas de Psychotria

poeppigiana fue de 7,3853% el cual se encuentra dentro de los limites establecidos por la

farmacopea europea, siendo asi que se garantiza el uso del material vegetal en los ensayos

posteriores, las cenizas totales, cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en acido dieron

valores de 9,2477%, 5,3722% y 1,8243% , resultados que estan dentro del rango aceptado por la

farmacopea europea demostrando que el material vegetal que se empleara contiene la presencia

de compuestos orgénicos e inorganicos y minerales que proceden de su tejido vegetal y del lugar

donde se encontraban antes de su recoleccion.




3.2.

Tamizaje Fitoquimico

Tabla 2-3: Resultados del Tamizaje fitoquimico realizado a Psychotria poeppigiana

ENSAYO METABOLITO | EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
A ETEREO | ALCOHOLICO | ACUOSO
IDENTIFICAR
Dragendorff - ++ +++
Mayer Alcaloides - ++ +++
Wagner - ++ +++
Libermann- Terpenoides + + +
Burchard
Cloruro Taninosy NA + +++
ferrico Fenoles
Borntrager Quinonas NA + NA
Sudan Aceites y NA ++ +++
Grasas
Baljet Lactonasy + + ++
Cumarinas
Fehling Azlcares NA ++ +++
reductores
Resinas NA - NA
Ninhidrina Aminoacidos NA - NA
Espuma Saponinas NA - -
Shinoda Flavonoides NA ++ +++
Mucilagos Mucilagos NA NA -
Principios Principios NA NA +
amargos amargos

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020

Los resultados del tamizaje fitoquimico se muestran en la tabla 2-3, el extracto hidroalcohodlico
de Psychotria poeppigiana frente a los ensayos de Dragendorff, Mayer y Wagner permitieron
identificar la presencia de alcaloides en la planta, siendo estos metabolitos posibles responsables
de la actividad antioxidante y captacion de radicales libres. El extracto al ser sometido a los
ensayos de Shinoda, Fehling, Sudan y Cloruro férrico permitié observar la presencia de

flavonoides, azucares reductores, aceites, y fenoles; mientras tanto el extracto etéreo fue positivo



para lactonas y terpenoides, por ultimo el extracto alcohdlico fue positivo también para alcaloides,

flavonoides, azlcares reductores y grasas.

3.3.

Obtencion de alcaloides

Tabla 3-3-: Resultados de la extraccion de alcaloides totales

Muestra Peso del Solvente de Extraccion de | Rendimiento
vegetal material extraccion (mL) | alcaloide totales | total (%0R)
vegetal seco /g) (mg)
Psychotria 50 500 50 0,05
poeppigiana

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020

Como se muestra en la tabla 3-3 el rendimiento de los alcaloides presentes en la especie
Psychotria poeppigiana corresponde a 0,05% a partir de una extraccion liquido-liquido con
variacion de pH, el porcentaje de rendimiento va a depender directamente de varios factores como
temperatura y polaridad tanto de los solventes como de los metabolitos que se desean extraer

ademas de la volatilidad que presentan a la luz (Azcon y Talon, 2008:p.168).

La cantidad de metabolitos secundarios que se pueden obtener se conoce a partir del porcentaje

de rendimiento obtenido.

3.4. Cromatografia en capa fina TLC

Tabla 4.3: Resultados de la cromatografia en capa fina realizada al extracto alcaloidal de

Psychotria poeppigiana.

Extracto Distancia Distancia Rf Componentes
vegetal recorrida por la | recorrida por el de la fase
fase movil (cm) soluto (cm) movil
Alcaloides de 4,2 2,1 0,52 | Cloroformo
Psychotria Trietilamina
poeppigiana Metanol

Realizado por: Pazos Lisheth, 2020



En la tabla 4-3 se muestra el Rf de los alcaloides de Psychotria poeppigiana dando un valor de
0,52, esto indica la presencia de compuestos que provienen de la triptamina, con ello se corrobora
lo que esta descrito en algunas fuentes bibliograficas que dicen que el género Psychotria presenta
como caracteristica de su estructura la presencia del aminoacido triptéfano (Rahalison et al.,
1991).

Para la fase movil se empled cloroformo, trietilamina y metanol en proporcién 6:5:6, una vez lista
la placa TLC se revelé a una longitud de onda de 254 nm verificando asi los metabolitos

secundarios del tamizaje fitoquimico.

3.5.  Autografia-Ensayos

3.5.1. Captacion DPPH-

Tabla 5-3: Resultados de la capacidad para captar radicales DPPH-, &cido ascérbico y
alcaloides totales de Psychotria poeppigiana.

Concentracion extracto alcaloidal P. Areas calculadas por el software
poeppigiana (ug) GelAnalyzer
P. poeppigiana Acido ascorbico
(estandar)

1 645 2145

5 2015 5268

10 3445 6686

50 4568 10145

100 7748 11025

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020
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Grafico 1-3: Areas de captacion de DPPH, concentracion P. poeppigiana y

concentracion de acido ascorbico.

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2010

El grafico 1-3 muestra la capacidad de captar radicales DPPH-, es decir su potencial antioxidante,
el cual es proporcional a la concentracion, es decir, a mayor concentracién mayor capacidad de
captacion de radical DPPH-, de tal manera que Psychotria poeppigiana y la solucién estandar
empleada presentan alta capacidad de inhibicion frente a los radicales DPPH-.

3.5.2. Riboflavina/Luz/NBT

Tabla 6-3: Resultados obtenidos de la captacion de radical O, con el sistema
riboflavina/luz/NBT, taxifolina y extracto alcaloidal de P. poeppigiana.

Concentracion extracto alcaloidal P. Areas calculadas por el software
poeppigiana (1g) GelAnalyzer para captar Oy -
P. poeppigiana | Taxifolina (estandar)

1 54 75

5 205 238

10 344 786

50 596 845

100 695 882

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020.
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Graéfico 2-3: Areas de captacion de O, concentracion de P. poeppigiana y taxifolina

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020

En el grafico 2-3 se puede observar que la capacidad de captar radicales O, de parte del extracto
alcaloidal de Psychotria poeppigiana como del estandar empleado (taxifolina) es muy similar
entre si, cabe mencionar que la capacidad de captacion es directamente proporcional a la

concentracion del extracto.

3.5.3. NADH/PMS/NBT

Tabla 7-3: Resultados obtenidos de la captacion de O.-, a partir del sistema
NADH/PMS/NBT

Concentracion extracto alcaloidal P. Areas calculadas por el software
poeppigiana (lUg) GelAnalyzer para captar Oy -
P. poeppigiana Taxifolina

1 121 253

5 237 369

10 288 467

50 367 522

100 451 618

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020
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Grafico 3-3: Areas de captacion de radical superoxido a partir de NAND/PMS/NBT
Taxifolina y P. Poeppigiana.

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020

En el grafico 3-3 se puede observar la capacidad de captar radicales superdxido a partir del ensayo
de NADH/PMS/NBT con el extracto de Psychotria poeppigiana mismo que dio resultados
favorables hacia la captacion de dicho radical, mientras tanto el estdndar que se utilizo fue la
taxifolina presentando también una apreciable captacion del radical superdxido. Al igual que en
los ensayos anteriores al aumentar la concentracion del extracto aumenta la capacidad de

captacion, presentando una relacion directamente proporcional.

3.5.4. Inhibicién de XO (xantina oxidasa)

Tabla 8-3: Resultados obtenidos a partir del software GelAnalyzer para inhibicion de XO

Concentracion extracto alcaloidal P. | Areas  calculadas por el  software
poeppigiana (ug) GelAnalyzer para captar Oy -
P. poeppigiana Alopurinol
1 0,0 435
5 0,0 1546
10 0,0 2144
50 0,0 3018

continua



continua
100 0,0 4445

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020
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Figura 1-3: Areas de inhibicion de XO con relacién al Alopurinol y extracto de P.

poeppigiana.

Realizado por: Pazos Lisbeth, 2020.

La figura 1-3 muestra la inhibicién de la enzima xantina oxidasa frente al estandar (Alopurinol),
donde el potencial inhibitorio que tiene dicho medicamento frente a la enzima es alto, mientras
tanto en el caso de Psychotria poeppigiana no ocurre lo mismo, aqui se puede observar que la
capacidad de inhibicion frente a la enzima es nula, por lo tanto no puede actuar como un inhibidor
de xantina oxidasa.

3.6. Discusion

Los ensayos autogréficos a cargo de los sistemas RIBOFLAVINA/LUZ/NBT, NADH/PMS/NBT
y Captacion de radical DPPH-, sirvieron para obtener resultados de la actividad de los alcaloides
de Psychotria poeppigiana como captadores de electrones y como antioxidantes de interés. Cabe
mencionar que el género Psychotria presenta en su estructura derivados de la triptamina, por ello,
se atribuye actividades bioldgicas a este genero y los alcaloides presentes en las diferentes

especies derivan principalmente del triptéfano.



Del triptéfano se derivan principalmente sustancias quimicas como la serotonina y melatonina,
las cuales presentan cierta actividad antioxidante, debido a la presencia de la estructura
aminoindol propia de las triptaminas, es por ello que a partir de la actividad antioxidante que
presentan pueden sintetizarse moléculas con mayor potencial antioxidante. En la bibliografia
existente sobre este tipo de casos hay estudios que priorizan la captacion de radicales hidroxilo y

peroxilo, dejando a un lado las demas especies reactivas de oxigeno (ROS).

Existen estudios acerca de varias especies del género Psychotria, los cuales atribuyen grandes
propiedades farmacologicas a diferentes especies como en el caso de P. colorata la cual es
ampliamente utilizada para calmar el dolor de oido y dolores abdominales presentando una
potente accion analgésica, P. papanthlensis se emplea en procesos inflamatorios, asi como P.
poeppigiana la cual es utilizada por los indigenas del Putumayo Colombia para tratar

enfermedades de las vias respiratorias y sobre todo como antihemorragico uterino.

Los estandares que se emplean como el &cido ascérbico y la taxifolina, se deben a la capacidad
de captar radicales libres y al potencial inhibitorio sobre la enzima xantina oxidasa
respectivamente, ademas de ser sustancias que ya se han aplicado en estudios anteriores Ramallo
et al., 2006.



CONCLUSIONES

El control de calidad efectuado a Psychotria poeppigiana permitio verificar la idoneidad del
material vegetal mediante los ensayos de: humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua y
cenizas insolubles en &cido. Los resultados se encontraron dentro del rango establecido por la
Farmacopea Europea, indicando que dicha especie es apta para ser utilizada y no presenta

contaminacion que pueda interferir en los analisis.

El tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico que se efectud a las hojas de Psychotria
poeppigiana permitid conocer la presencia de metabolitos secundarios como alcaloides,

flavonoides, terpenos, taninos, quinonas y de principios amargos.

El extracto macerado de Psychotria poeppigiana dio como rendimiento total 0,05% del extracto
bruto alcaloidal presente en la especie, esta cantidad fue suficiente para llevar a cabo las pruebas

pertinentes a la fraccion alcaloidal.

El extracto de Psychotria poeppigiana present6 un Rf de 0,52 a partir de la cromatografia en capa
fina, la cual es utilizada para evaluar los compuestos que estan presentes en una mezcla. El
resultado del Rf puede ser un indicio de la presencia de compuestos derivados de la triptamina,

ya que el género Psychotria presenta alcaloides del aminoacido tript6fano.

Los ensayos autograficos a cargo de los sistemas RIBOFLAVINA/LUZ/NBT vy
NADH/PMS/NBT, indicaron que los alcaloides presentes en Psychotria poeppigiana poseen
actividad para captar radicales DPPH- y radicales superdxido. Mientras tanto el ensayo
XANTINA/XANTINAOXIDASA/NBT, permitié observar que no existe ningln tipo de
actividad, a partir de ello se puede identificar los captadores de radicales superdxido de aquellos

gue presentan inhibicion sobre xantina oxidasa.



RECOMENDACIONES

Se recomienda tomar en cuenta los factores ambientales al momento de recolectar la planta, del
lugar donde se realiza los ensayos y a su vez las caracteristicas fisico — quimicas de los

compuestos, ya gue el rendimiento de los alcaloides totales dependera de estos parametros.

Al momento de realizar ensayos autogréficos el area de trabajo debe ser limpia y con la menor
disponibilidad de luz, asi se puede evitar una contaminacién cruzada y a su vez reacciones de

fotosensibilidad que no se desean y que pueden afectar el resultado de las autografias a realizarse.

Por Gltimo y no menos importante es recomendable realizar estudios exhaustivos y minuciosos
de los diferentes metabolitos secundarios que presenta Psychotria poeppigiana, haciendo énfasis
en los alcaloides, puesto que todos en conjunto presentan actividades farmacoldgicas que se le

atribuyen a la especie.



GLOSARIO

Absorbancia: Es una medida que indica la cantidad de luz que ha sido absorbida por una muestra,
se lleva a cabo mediante espectrometria, las unidades de esta medicion son conocidas como
unidad de absorbancia y no presentan dimension. La absorbancia se conoce como extincion o
densidad Optica (Pefia et al., 2019:p.95).

Acido ascorbico: Se conoce como vitamina C, es hidrosoluble y presenta sabor &cido. Es un
acido con alto poder antioxidante, en los seres humanos no es posible sintetizar a partir del
organismo es por ello que se debe adquirir a partir de la dieta (Nunes et al., 2019:p.442).

Alcaloide: Aquellos metabolitos secundarios que estan presentes en ciertas especies vegetales y
gue generalmente provienen de aminoacidos, se caracterizan por presentar en su estructura atomos

de nitrégeno (Manosalva et al., 2019:p.18).

Antioxidante: Moléculas de origen sintético o natural que tienen la capacidad de retardar o
prevenir las reacciones de oxidacion que pueden sufrir otras moléculas (Kobus y Cisowska et al.,
2020:p. 1).

Autografia: Método de analisis que se basa en la separacion de compuestos e identificacion de
los mismos, empela diversas técnicas como TLC o cromatografia en capa fina, HPLC o
cromatografia en capa fina de alto rendimiento, Electrocromatografia o CEC, y la cromatografia

laminar de rendimiento dptimo OPLC (Avila et al., 2011).

Cromatografia en capa fina: Es una técnica muy versatil y econdémica frente a ensayos naliticos,
se emplea una placa de silice gel la cual sera sumergida en la fase moévil que estara formada por

los solventes a eleccion (Alvarado y Felipe 2010).

DPPH-: El 2,2- difenil-1-picrilhidracilo es un radical libre de naturaleza estable, se debe a que
los electrones presentes en la molécula estan reubicados. Si se agrega un atomo de hidrégeno a la

molécula de DPPH- la coloracién violeta cambia a amarillo (Mensor et al., 2001:p.128).

Formazan: Son compuestos que se obtienen de la reduccion de ales de tetrazolio, se caracterizan
por presentar colores intensos, entre los que mas destacan son el rojo cereza y el violeta-parpura
intenso (Cory et al., 1991:p.208).

Hiperuricemia: Se conoce como hiperuricemia a la afeccion que presenta los valores de acido
rico con valores superiores a 7mg/dL y 5,7mg/dL en hombres y mujeres respectivamente
(\Valverde y Calderén 2011).



NBT: Sal de tetrazolio de coloracién amarilla, soluble en agua, cuando el radical superdxido esta
presente reduce a la sal de tetrazolio a formazan cambiando su color a violeta intenso (Rook et
al,. 1985).

Radical libre: Moléculas o atomos muy reactivos, presentan un electron desapareado en su capa
mas externa generando asi su inestabilidad (Montero 1996).

Radical superéxido: Se genera cuando el oxigeno se reduce a un solo electrén, da como resultado
un radical superdxido con elevada capacidad de reaccién, dichos radicales se pueden formar
durante vias de metabolizacion normal donde participan diferentes enzimas (Garcia Triana et al.,
1995).

Riboflavina: Se conoce como vitamina B, actla como cofactor en algunas reacciones
enzimaticas, es hidrosolubles y se sintetiza a partir de plantas y bacterias. La deficiencia de esta
vitamina provoca enfermedades cardiovasculares, cancer y anemia (NAKAGAWA et al., 1996).

Taxifolina: Flavonoide con alto poder inhibitorio frente a radicales libres, presente
principalmente en citricos, vegetales como la cebolla y en el aceite de oliva, con actividades

farmacoldgicas como hepatoprotector, y antiinflamatorio (An et al., 2008).

Xantina oxidasa: Enzima responsable del metabolismo de las purinas, catalizando la hipoxantina
a xantina y generando acido Urico, ademas de generar especies reactivas de oxigeno (Isaza et al.,
2007).
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ANEXOS

ANEXO A Recoleccion del material vegetal de Psychotria poeppigiana

Arbusto de P. poeppigiana, finca TRES HERMANAS, Sucumbios-Lago Agrio

ANEZO B: Control de calidad de las hojas de P. poeppigiana

Molienda de las hojas Cenizas totales
de P. poeppigiana

. Cenizas insolubles en
Cenizas solubles en , .
acido

agua



ANEXO C: Tamizaje fitoquimico

Pruebas cualitativas en Pruebas cualitativas en
extracto etéreo extracto alcohélico

Pruebas cualitativas en
extracto acuoso

ANEXO D: Exraccion de alcaloides de P. poeppigiana

Concentracion del Extracto total de P. Reaccion de
extracto alcaloidal poeppigiana Draggendorf



ANEXO E: Autografia

Ensayo DPPH- _ Si_stema
Riboflavina/Luz/NBT

Sistema Xantina
NADH/PMS/NBT oxidasa/xantina/NBT

Cromatografia en capa
fina



ANEXO F: Guia de movilizacion para especimenes de Flora y Fauna para Psychotria

poeppigiana
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