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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion: se determind la-composicion quimica y
actividad antioxidante de.los extractos de hexano, acetona'y etanol de la corteza de
Tabebuia serratifolia. Se efectuaron una serie de pruebas quimicas cualitativas que
permitieron establecer la presencia de esteroles en el extracto de hexano, asimismo, se
evidencio que los extractos de acetona y etanol contenian alcaloides, flavonoides,
compuestos fenolicos, esteroles y quinonas. Se realizé un barrido inicial para
determinar la actividad antioxidante, se usaron los extractos de acetona y etanol de la
corteza de 7. serratifolia a una concentracion de 1000 pg/mL y se comparo con el
acido ascorbico, obteniendo que el porcentaje de inhibicion frente al radical 2.2-

difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH') resultd de 94,89 % para el extracto de acetona y
94,83 % para el extracto de etanol, mientras que para el acido ascorbico fue de 95,83

%. Posteriormente se determino la concentracion inhibitoria media (Clsg), siendo de
80,91 ng/mL y 84,25 ng/mL para el extracto de acetona y etanol, respectivamente. En
tal sentido, se concluye que los extractos de la corteza de 7. serratifolia poseen
metabolitos secundarios con actividad antioxidante. Este es el primer reporte de esta
actividad sobre la especie estudiada, por lo cual esta investigacion contribuye al
conocimiento de la fitoquimica y actividad biologica de 7. serratifolia.

Palabras claves: Bignonaceae, Tabebuia serratifolia, actividad antioxidante, DPPH.



INTRODUCCION

En los ultimos afios, los antioxidantes naturales provenientes de plantas han
sido frecuentemente usados en diferentes campos de la industria farmacéutica como
preservantes en alimentos y en medicina. Muchos de estos compuestos como la
quercetina, a-tocoferol y el f-caroteno, entre otros, son antioxidantes naturales, que
presentan una actividad comparable con antioxidantes sintéticos de mayor uso como
el 2-terbutil-hidroxitolueno (BHT) v el 2-terbutil-hidroxianisol (BHA); los cuales
presentan la desventaja de ser toxicos (Mesa, Gaviria, Cardona, Saez, Trujillo, Rojano
2010). Los antioxidantes protegen el organismo de los radicales libres
desactivandolos y_minimizando el dafio que producen las especies reactivas de
oxigeno (ERO) que pueden ocasionar deterioro a nivel celular, aumentando el nesgo
al desarrollo de cancer, enfermedades cardiovasculares, estrés oxidativo y otras
enfermedades degenerativas, todo esto ha contribuido al aumento de sustancias de

origen natural con propiedades antioxidantes (Padilla, Rincon, Rached, 2008).

Por otra parte, el estrés oxidativo surge de sistemas biologicos después de una
prolongada exposicion a oxidantes, o a una disminucion de la capacidad antioxidante
del sistema, 0 a ambas; y esta frecuentemente asociado con la generacion de radicales
libres como las especies reactivas de oxigeno, las cuales estan fuertemente implicadas
en la patologia de enfermedades como el cancer, enfermedades -cardiacas,

arterosclerosis; enfermedades cerebrales y el envejecimiento prematuro, entre



otras. Cuando un exceso de radicales libres se forma, puede causar la inhibicion de
enzimas como la superoxido dismutasa, catalasas y peroxidasas. Esto genera efectos
letales en las células por la oxidacion de lipidos, proteinas, ADN y enzimas;
ocasionando reacciones en cadena que perpetian la produccion de mas radicales
libres y aumenta el dafio de tejidos. Sin embargo, los compuestos antioxidantes tienen
la capacidad de inhibir o interrumpir las reacciones de transformacion que causan

dafios a las mencionadas biomoléculas (Mesa y col, 2010).

Por lo tanto, los antioxidantes naturales estan obteniendo mas atencion en
términos de uso préactico como compuestos bioactivos seguros y potentes. Se ha
informado que las propiedades de eliminacion de especies reactivas de oxigeno, se
deben principalmente a la presencia de flavonoides, polifenoles y carotenoides. Por
tal motivo las plantas medicinales enriquecidas con antioxidantes, pueden contribuir a
la proteccion contra diversas enfermedades (Mahbubur, Sakhawat, Golam, Ali,

Mosaddik y Khurshid, 2019)

La situacion econdmica actual, el deterioro del poder adquisitivo de las clases
mas desposeidas, la crisis de los servicios de atencion a la salud y una medicina cada
dia mas costosa, han hecho que se incremente el uso de las plantas como una
alternativa valida para enfrentar el proceso salud-enfermedad. practica que se ve
reforzada por el hecho de ser medicamentos de eficacia comprobada. En relacion con

el uso de las plantas existe un gran desconocimiento sobre como emplearlos, sus



principios toxicos y su dosificacion para lograr efectos terapéuticos (Fonnegra y

Jimenez, 2007).

En Venezuela, han sido pocos los estudios sobre el género Tabebuia, por ello
la finalidad de esta investigacion es determinar la actividad antioxidante de 7abebuia
serratifolia, con el fin de caracterizar el potencial reductor de esta plantas y poder
ampliar su uso en diferentes enfermedades donde los procesos oxidativos sean
relevantes (Acosta, 2008).

En relacion a lo expuesto anteriormente, el presente trabajo de investigacion
se ha estructurado de la siguiente manera: Capitulo I, denominado El Problema,
contiene los siguientes elementos: Planteamiento del Problema, Justificacion,
Objetivos, Alcances v Limitaciones de-la Investigacion. Capitulo II, llamado Marco
Tedrico abarca: Trabajos Previos, Antecedentes Historicos, Bases Teoricas,
Operacionalizacion de Varables e Hipdtesis. Capitulo 1ll, titulado Marco
Metodoldgico comprende los siguientes puntos: Tipo y Diseio de la Investigacion,
Poblacion y Muestra, Instrumento de Recoleccion de Datos y Procedimientos de la
Investigacion. Capitulo IV, denominado Resultados y Discusion. Capitulo V, llamado

Conclusiones y Recomendaciones.



CAPITULO 1

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

En el organismo del ser humano se producen procesos oxidativos que dan
lugar a radicales libres, estas moléculas pueden lesionar las células y aceleran el
envejecimiento celular, Los organismos de las personas estan expuestos a agentes
externos e internos que producen dichos radicales libres, como el metabolismo de los
alimentos, la respiracion y los ejercicios, asi-como elementos externos provocados
por la evolucion industrial, tabaco, radiacion, alimentos aditivos quimicos en los
alimentos procesados y pesticidas (Sanchez y Méndez, 2013).

El estrés oxidativo que genera radicales libres en el organismo tiene efectos
negativos sobre las células del cuerpo estos efectos son particularmente visibles en la
piel. La naturaleza es sabia, el cuerpo se protege de la oxidacion de las células
produciendo moléculas capaces de eliminar los radicales libres, limitar su
proliferacion y reparar ciertos ataques celulares (Sanchez y Méndez, 2013).

El estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a
diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de

eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un



incremento exagerado de la produccion de especies reactivas del oxigeno (Venereo,
2002).

De Galvez (2010), sefiala la preocupacion del mundo cientifico al daiio
generado por el estrés oxidativo en todos los ambitos de la salud y especialmente en
la piel, lo cual ha incrementado la busqueda permanente de sustancias antioxidantes
que actuen tanto por via topica como sistémica. Es por ello que los extractos de
plantas con propiedades antioxidantes son de gran interés en el campo de la
fitocosmética porque presentan moléculas que inactivan las ERO restaurando la
homeostasis de la piel (Reis, Guimaraes y Cerqueira, 2016).

Lo expuesto anteriormente resalta la importancia de ésta investigacion porque
aprovecha la extraordinara wvariedad de recursos naturales de muestro pais,
desarrollando productos con valor agregado, los cuales brinden efectos curativos y/o
preventivos frente a enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Por lo
descrito anteriormente, en la presente investigacion se derivan las siguientes
interrogantes:

¢Cual es la composicion quimica de la corteza de Tabebuia serratifolia?

Los extractos obtenidos de 7. serratifolia tendran actividad antioxidante”




Justificacién de la Investigacion

El cuerpo humano mediante su funcionamiento metabolico normal genera
especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales al encontrarse en exceso pueden
causar dafios a macromoléculas biologicas como ADN, lipidos, carbohidratos y
proteinas (Gomez, Prieto y Heinrich, 2009). Estos dafios se han asociado al desarrollo
de padecimientos como cancer, estrés oxidativo, enfermedades cardiovasculares,
visuales y desordenes inmune y neurodegenerativos (Sanchez y Méndez, 2013).

Los antioxidantes previenen la formacion de ERO en cantidades perjudiciales
para el organismo humano, estimula los mecanismos de reparacion endogenos al dafo
causado por el ataque de ERO o suministra entidades quimicas que aumentan la
capacidad endogena de secuestro de radicales libres formados en exceso en el
organismo (Sanchez y Méndez, 2013).

A raiz de la exposicion cronica a las radiaciones ultravioleta (UV), agentes
quimicos e industriales, la piel reacciona presentando mecanismos de defensa
antioxidantes que podria verse afectado por las ERO, cuando los mecanismos de
defensa estan desequilibrados generando asi estrés oxidativo que daiia las membranas
celulares, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos promoviendo su oxidacion
(Reis y col, 2016).

Estudios previos reportan el efecto de la radiacion ultravioleta (UV) en la
produccion de ciertos metabolitos secundarios en diferentes especies botanicas,

concluyendo que los compuestos fendlicos son unas de las sustancias que contribuyen




a la resistencia y proteccion de las plantas frente a la radiacion UV (Eichholz, Rohn y
Gamm, 2012),

Adicionalmente, resaltan las propiedades antioxidantes que se le atribuyen a
los flavonoides, ya que capturan las ERO, protegiendo las plantas de la oxidacion
generada por la radiacion UV, esto debido a la conformacion estructural que
presentan dichos compuestos, donde los grupos hidroxilos fenolicos pueden actuar
como agentes reductores, donadores de hidrogeno, desactivadores de oxigeno,
eliminadores de radicales superoxido e incluso como quelantes metalicos (Eichholz,
Rohn y Gamm 2012).

La demanda de extractos ricos en derivados fendlicos se ha convertido en un
paso importante para el descubrimiento de nuevas moléculas antioxidantes. En cuanto
a lo mencionado se ha propuesto el estudio de los efectos de Tabebuia serratifolia en
la busqueda de nuevas fuentes de sustancias con propiedades antioxidantes y de este
modo hacer un aporte al conocimiento quimico y farmacologico del género Tabebuia

(Bignoniaceae).



Objetivos de la Investigacién

Objetivo General

Confirmar la composicion quimica y la actividad antioxidante de los extractos

de la corteza de Tabebuia serratifolia.

Objetivos Especificos
e Obtener los extractos de 7. serratifolia mediante maceracion utilizando
solventes en orden de polaridad creciente (hexano, acetona, etanol).

e Identificar mediante pruebas quimicas cualitativas los metabolitos

secundarios presentes en los extractos mencionados anteriormente.

e FEvaluar la actividad antioxidante de 7. serratifolia a través del método de

actividad secuestrante del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH"),

e Determinar la concentracion inhibitoria media (Clsg) de los extractos que

resulten activos.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacién

El logro de esta investigacion esta relacionado con la actividad antioxidante que
poseen los extractos de 7. serratifolia para proponer una alternativa terapéutica
natural y de bajo costo para ser utilizada como tratamiento preventivo de los efectos

producidos por agentes oxidantes.

Limitaciones de la Investigacion

Las limitaciones estuvieron constituidas por factores externos al equipo de
investigadores, convirtiéndose en obstaculos que se presentaron durante el desarrollo
de la investigacion; estas limitaciones se reflejaron en los elevados costos de los

reactivos, fallas de electricidad, internet, agua y transporte.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Villarreal y col (2017), investigaron la actividad antibacteriana y antioxidante
de especies pertenecientes a la familia Bignoniaceae, entre las cuales destacan
Spathodea campanulata Beauv, Podranea ricasoliana (Tanfani) Sprague, Tecoma
stans (Linn.) y Jacaranda mimosifolia D, presentes en el estado Mérida—Venezuela.
Con respecto a la actividad antioxidante se determino mediante el test cuantitativo de

DPPH, dando como resultado que el extracto de diclorometano de las flores de la S.

campanulata presentd una concentracion inhibitoria media (Clsg) de 940 pg/mL. Se

evidencio una actividad dependiente de la concentracion hasta 1500 pg/mL, con un %
de Inhibicion de 92 % + 1 comparado con un 97 % =+ 0,09 obtenido para el acido
ascorbico a una concentracion de 176 pg/mL utilizado como control positivo. Sobre
este fundamento se puede decir que el extracto de diclorometano de las flores de la

especie . campanulata tiene una gran actividad antioxidante.

Mahbubur, Badrul, Biswasa y Khurshid (2015), analizaron las propiedades
antioxidantes de los extractos metanolicos Tabebuia pallida, utilizaron los tallos

(TPSB), raiz (TPRB), hojas (TPL) y flores (TPF). Por el método basado en DPPH y

10



Antecedentes Historicos

Los seres humanos necesitan oxigeno (O») para la produccion de energia. Sin

embargo, el exceso de O3 en las células es nocivo debido a la formacion de especies

reactivas generadas durante su oxidacion. En el afo 1954, Denham Harman, segun
cita Droge, (2002), sugirié que los radicales libres eran agentes toxicos y generadores
de patologias cronicas de gran prevalencia como las enfermedades
neurodegenerativas v cardiovasculares, el cancer y la diabetes (Droge, 2002). Estas
enfermedades se caracterizan por un elevado nivel de estrés oxidativo, que puede ser
debido bien a una sobreproduccién de especies reactivas o a una disminucion de las
defensas antioxidantes (Halliwell. 2001).

El impacto que tienen los radicales libres y su neutralizacion en la salud,
quedo evidenciado en 1992 cuando se llevo a cabo un estudio en el que se evaluo la
incidencia de enfermedades coronarias en la poblacion francesa, una poblacion con
una dieta rica en grasas saturadas. Los resultados indicaron una baja incidencia de
esta enfermedad v lo atribuyeron al consumo moderado de. Desde entonces se han
realizado ofros estudios en el que se asocia el consumo moderado de vino con un
menor riesgo de mortalidad por enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares.
Todos estos analisis suponen una evidencia epidemiologica sobre la accion de
compuestos antioxidantes que actian previniendo estas enfermedades, sin embargo
no existe consenso en cuanto al mecanismo de accion vino (Renaud, Guergen, Siest y

Salomon 1999).

12



En tal sentido, es entonces razonable pensar que los compuestos antioxidantes,
a los que muchos autores se refieren como “radical scavengers” puedan ser una
herramienta terapéutica util para promover la salud (Gronback, Deis, Soresen, Becjer,

Schnohr y Jensen 1995).

Bases Tedricas
Familia Bignoniaceae
La familia Bignoniaceae esta ubicada en el orden Lamiales (Stevens, 2001), se

estima que divergid de Verbenaceae y que probablemente es Neotropical, estd
representada por unos 110 géneros y mas de 800 especies (Gentry, 1982, 1992). En
Venezuela conforman un grupo importante dela flora, ya que sus géneros son 29 y
unas 157 especies, incluyendo 2 endémicas (Garcez, 2005), de las cuales, muchas son
utilizadas como plantas ornamentales, principalmente en parques, jardines y plazas
del pais, debido a su habito trepador y arboreo, ademas de los vistoso de sus flores
(Gentry 1992). Taxonémicamente se clasifica de la siguiente manera (Leon y
Williams 2007):

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta

Subfilo: Angiospermae

Clase Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Bignoniaceae

13



Esta familia se encuentra ampliamente distribuida desde Trinidad y Tobago,
Granada, México, Guatemala, Nicaragua, Costa Rica, El Salvador, Guyana, Brasil,
Bolivia, Peri hasta Paraguay. En Colombia se halla en la ribera del Rio Cauca,
Magdalena medio, La Amazonia, Vaupés, la zona de Uraba, Serrania de los
Motilones y los montes de Oca en la Guajira. En Venezuela: Amazonas, Anzoategui,
Apure, Barinas, Bolivar, Carabobo. Cojedes, Delta Amacuro, Miranda, Sucre,

Téchira y Trujillo (Hokche, Berry y Huber 2008).

Aspectos quimicos y farmacoldgicos de la familia Bignonaceae

Algunos autores sefialan que las especies de la familia  Bignonaceae
representan una valiosa fuente de compuestos quimicos como naftoquinonas del tipo
lapachol, iridoides, alcaloides, flavonas, triterpenos, polifenoles, glucosidos
fenilpropanoides antraquinonas y taninos que poseen actividades farmacologicas
como: antiinflamatoria, antimicrobiana, antifungica, antiviral, antiparasitaria v
anticancerigena (Mukche, Paul y Berry, 2008).

Se han reportado un numero notable de sustancias bioactivas de las plantas de
la familia Bignoniaceae. Segin se informa, estos compuestos poseen una serie de
actividades importantes, que son beneficiosas para la salud, entre las cuales se pueden
mencionar, la actividad molusquicida, tripanocida, larvicida, antioxidante,
antidiabética, antiplasmodica, antiinflamatoria, inmunoestimulante, antimicrobiana,

antidepresiva, actividades anticancerigenas, antinociceptivas y neurotroficas. Entre
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los diversos componentes reportados se encuentran el acido ursolico (1), acido
oleandlico (2), a- y f-lapachona (3-4), lapachol (5), lupeol (6). quercitrina (7) y
apigenina (8) (Figura 1) (Rahmatullah y col, 2010).

El lapachol ha sido aislado a partir de un gran numero de especies
pertenecientes a esta familia, siendo muy poco probable su presencia en otras plantas.
Estudios realizados por el Centro Nacional para la Quimioterapia del Cancer (CCNS)
de los Estados Unidos en 1968 demostraron una actividad significativa de este
compuesto contra el carcinosarcoma, lo evaluaron en 256 ratas cuando se administro
por via subcutanea, intraperitoneal, intramuscular y oral, presentando esta ultima la

mayor actividad (Castillo, Gémez, Estrada, Rodriguez y Domingo, 1996).

Figura 1. Algunos compuestos aislados de la familia Bignonaceae.
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la actividad de eliminacion de radicales hidroxilo, el TPL mostro una fuerte actividad
de eliminacion (91,05 1,10 y 62,00 + 0,57) con una Clsqg de 9,20 + 0,28 y 46,00 =

2.48 pg/mL, respectivamente. En este estudio se concluyo que el extracto TPL mostro

la capacidad antioxidante mas alta, seguida de TPRB, TPF y TPSB.

Lobato, Tapajos y Da Silva (2014), realizaron un estudio que tuvo como
objetivo llevar a cabo el analisis fitoquimico de 7abebuia serratifolia (Vahl)
Nicholson (Bignoniaceae), para evaluar la presencia de los principales grupos de
metabolitos secundarios extracto etandlico. En el analisis cualitativo de T
serratifolia, permitio establecer la presencia de alcaloides, depsidos y depsidonas,

saponinas, fenoles y taninos y la ausencia de antraquinonas, catequinas y purinas.

Govindappa, Channabasava, Sunil y Pushpalatha (2013), evaluaron la
actividad antioxidante in vitro y determinaron los metabolitos secundarios producidos
por extractos de enddfitos crudos de Tabebuia argentea. Se aislaron diferentes
hongos endofiticos de diferentes partes de la planta y sus extractos fueron evaluados
para determinar sus propiedades antioxidantes y composicion quimica. El analisis
fitoquimico de los extractos metanolicos de los endofitos revelo la presencia de
saponinas, compuestos fenolicos. antraquinonas, flavonoides, esteroides, glicosidos
cardiacos y taninos. La actividad antioxidante se evalu6 mediante varios métodos. La
maxima actividad de los extractos de endofitos a 1000 pg/mL fue de 96.48 % (A

niger), 83.84 % (Penicillium sp.) y 80,97 % (Trichoderma sp.).
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Figura 1. Algunos compuestos aislados de la familia Bignonaceae (Continuacion)
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Género Tabebuia

Tabebuia spp (Bignoniaceae) es un género que se encuentra distribuido en
América Central y del Sur. Ha sido utilizado en la medicina popular para tratar la
diabetes, tlceras y sifilis (Tabebuia impetiginosa) (Hernandez y Gally, 1981).

Desde el punto de vista botanico este género se caracteriza por especies
predominantemente lefiosas, de hojas opuestas simples 0 compuestas. Es un arbol que
alcanza una altura de 45 m y un diametro hasta de 1,20 m. Tronco recto y cilindrico;
su corteza externa es de color grisaceo o parduzca clara, delgada y de apariencia algo
escamosa y agrietada, la corteza interna es de color castafio rojiza. Se ha encontrado

que sus flores son de color amarillo, blanco y de rosado a violeta y rojo; son pocos los
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estudios citogenéticos realizados a este género, posiblemente se deba al pequefio
tamaiio de sus cromosomas o al ennegrecimiento que sufren las raices cuando son
fijadas, Tabebuia presenta un nimero basico de 20 cromosomas (Hokche y col,
2008).

Tabebuia contiene algunas de las especies mas distintivas de arboles
neotropicales. Las especies mas faciles de reconocer son los arboles altos con
inflorescencias grandes y llamativas que florecen cuando los arboles han dejado caer
todas sus hojas. Sin embargo, Tabebuia es uno de los géneros mas inescrutables y
taxonémicamente complejo de Bignoniaceae (aprox. 100 especies), se ha clasificado
historicamente en la tribu Tecomeae, un conjunto parafilético definido por tener

frutos biloculares que se deshacen perpendicularmente (Grase 'y Olmstead, 2007).

Aspectos quimicos y farmacoldgicos del género Tabebuia

El estudio fitoquimico realizado a diversas especies de 7abebuia revela la
presencia de taninos, flavonoides, esteroides, alcaloides, fenoles y proteinas de
diferentes extractos. Se han aislado e identificado naftoquinonas del tipo de lapachol
(5), ademas de furanonaftoquinonas, antraquinonas, glucosidos, iridoides, triterpenos,
polifenoles, cumarinas, derivados de acido benzoico y derivados de benzaldehido
(Figura 2) (Suo, Ohta, Takano y Jin, 2013).

Diversas especies del género Tabebuia han sido utilizadas como
antiinflamatorio, anticancerigeno y como agentes antimicrobianos en zonas rurales de

Colombia, Bolivia, Brasil y otros paises latinoamericanos, en tal sentido, este género
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es comunmente reconocido como una alternativa terapéutica por poblaciones rurales

o remotas. A continuacion en la Tabla 1, se presentan algunas actividades

farmacologicas y algunos metabolitos secundarios reportados para el género

Tabebuia (Jiménez, Veloza y Sepulveda, 2013):

Tabla 1. Actividades farmacologicas y metabolitos secundarios bioactivos del género
Tabebuia (Jiménez, Veloza y Sepulveda, 2013).

Especie Parte Extracto Compuestos Actividad
T. flavescens Corteza Metanolico a-lapachona (3) Antitumoral
T. guayacan p-lapachona (4) Antimicrobiana
T. avellanedae Lapachol (5) Antifungica
T. serratifolia Atiproliferativa
T. rosea Antimalarica
T. bata
T. avellanedae Corteza Metanolico (-)-5-hidroxi-2-(1’- Antiproliferativo
hidroxietil) nafto [2.3-b] Antifungico
Hojas Etanodlico furan-4,9-diona Antitumoral
(=)-8-hidroxi-2~(1°= Inductor de
hidroxietil) nafto [2.3-b] | apoptosis celular
furan-4,9-diona Antimicrobiano
f-lapachona Antiinflamatorio
T. argentea Hojas Metandlico | Kaempferol-3-O-f-D- Antitumoral
glucopiranosido
Kaempferol-3-O-
rutinosido
Quercetin-3-0-
sambubiosido
Quercetin-3-0-
robinobiosido
T. billbergii Corteza | Diclorometano | Naftofurandionas Antimalarica
T. impetiginosa | Corteza Etanolico Antraquinonas Antibacteriana
Antiparasitaria
T. incana Corteza Etanolico Naftofurandionas Antitumoral
Antimalarica
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Dentro de la familia Bignoniaceae, el género Tabebuia ha sido uno de los mas
estudiados, tal vez por su rica fuente de compuestos 1,4-naftoquinénicos sustituidos y
antraquinonas con propiedades anticancerigenas demostradas clinicamente (Raggio y
Moro, 2004).

Estudios realizados en 1945 por Hanh y col., reportaron la obtencion de un
pigmento amarillo de la madera dura de 7. capitata y T. pallida, el cual fue aislado
posteriormente por Dugand en 1956, a partir de la madera dura de 7. impetiginosa, e
identificado como lapachol (5). Seguidamente, de la especie 7. flavescens estudiada
por Orth y col., lograron aislar compuestos del tipo naftoquinénico, lapachol y
lapachona. Posteriormente Burnett y Thompson, obtuvieron siete naftoquinonas y

nueve antraquinonds; dentro de las primeras se encuentran lapachol (5), a-lapachona
(3) y dihidro-a-lapachona (Castillo y col, 1996). A continuacién se presentan algunas

actividades biolégicas reportadas para los compuestos aislados del género Tabebuia:

Actividad antibacteriana

Se han realizado diversos estudios sobre la actividad antibacteriana de
extractos obtenidos de especies del género 7Tabebuia, por ejemplo, el extracto de
acetato de etilo obtenido de la corteza de 7. ochracea y T. rosea inhibié el
crecimiento de Staphylococcus aureus con una concentracion entre 1,25 a 10 pg/mL.
pero no fueron activos frente a las cepas de Lscherichia coli 'y Pseudomonas

aeruginosa (Jiménez, Veloza y Sepiilveda, 2013).
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Por otra parte, el extracto de hexano de Tabebuia avellanedae exhibid
actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina,
presentando una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 62,5 pg/mL, este efecto
inhibidor es atribuido a las naftoquinonas como la a-lapachona (3) y a-xiloidona (9).
Adicionalmente, hay reportes de otros derivados como el lapachol (5), f-lapachona
(4) v 3-hidroxi-$-N-lapachona (10) (Figura 2), que presentan actividad frente a
Staphylococcus aureus con una CIM de 8 pg/mL (Jiménez y col, 2013).

Asimismo, el extracto etandlico de las hojas de 7. rosea también fue
evaluado a concentraciones entre 50 y 300 mg/mL, inhibiendo el crecimiento de
Klebsiella pneumoniae (Sathiya y Muthuchelia, 2010). Esta actividad antibacteriana
se puede asociar con la presencia de varios principios activos o fitoconstituyentes
tales como compuestos fendlicos, quinoides y flavonoides presentes en dicho
extracto.

De igual modo, el extracto metanolico de las hojas de 7. chrysantha inhibio
el crecimiento de Staphvlococcus aureus a una concentracion de 125 mg/mL. Este
extracto fue mas activo que los de cloroformo y éter utilizados a la misma
concentracion. Estos resultados sugieren que los compuestos polares encontrados en
el extracto metandlico podrian ser responsables de esta actividad; sin embargo, la
actividad antibacteriana encontrada fue baja. Ademas, los autores sefalan que
ninguno de los extractos obtenidos de Tabebuia chrysantha inhibio el crecimiento de
Escherichia coli, Proteus vulgaris y Pseudomona aeruginosa (Ospina, Aragon,

Vergel, Isaza y Pérez. 2011).
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Actividad antifitngica

En un centro de investigacion en Campinas en Brasil, se seleccionaron seis
plantas para evaluar su potencial actividad contra diez especies de Candida sp. Los
resultados revelaron que el extracto de metanol de Tabebuia avellanedae ejerce una
actividad inhibitoria contra C. albicans. C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. guilliermondii, C. utilis, C. krusei, C. lusitaniae, C. glabrata 'y C. rugosa, con
valores de CIM en el rango de 60 a 0,1 pg/mL., sin embargo, el extracto de
diclorometano tuvo actividad inhibitoria solo contra Candida krusei, con un valor de
CIM de 60 pg/mL (Jiménez y col. 2013).

De igual modo, el extracto etandlico de Tabebuia caraiba, inhibio el
crecimiento de Candida albicans a una concentracion de 20000 pg/mL, mientras que
los extractos de hexano y diclorometano inhibieron el crecimiento de 7 richophyton
rubrum a concentraciones entre 170,39 a 23,23 pg/mL (Jiménez y col, 2013).

Adicionalmente, hay reportes sobre la amplia actividad antifingica de los
extractos de la corteza de Tabebuia avellanedae, en diclorometano fue activo contra
Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Microsporum
gypseum, Penicillium purpurogenum, Saccharomyces cerevisiae y Trichophyton
mentagrophytes, mientras que los extractos acuoso y metanolico mostraron actividad
frente a Cryptococcus neoformans, Microsporum Gypseum,  Penicillium
purpurogenum y Trichophyton mentagrophytes. De este modo, se ha comprobado que
algunas especies del género Tabebuia constituyen una alternativa terapéutica como

potenciales antifiingicos (Jiménez y col, 2013).
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Actividad antiviral

Existen pocos reportes sobre la actividad antiviral de extractos de especies
de Bignoniaceae, sin embargo caben destacar la evaluacion de los extractos etanolicos
de hojas vy tallos de Zabebuia cassinoides que fueron ensayados contra los virus de la
encefalomiocarditis (EMCV), virus del herpes 1 (HHV-1) y virus vaccinia (Western
Cepa de reserva, [VACV-WR]), siendo inactivos. Esta falta de actividad
probablemente fue causada por la alta citotoxicidad de naftoquinonas presentes en los
extractos. Un segundo estudio evalud la actividad antiviral de los extractos etanolicos
de hojas y tallos de Tabebuia impetiginosa, Tabebuia serratifolia y Tabebuia
stenocalyx’ contra los’ virus 'EMCV, HHV-1 y VACV-WR.' Los resultados

demostraron que solo los extractos de Tabebuia impetiginosa tuvieron actividad

contra HHV-1, con una media conceniracion efectiva maxima (CEsg) de 166,6

pg/mL (Jiménez y col, 2013).

Actividad antiparasitaria

El estudio de Tabebuia billbergii permitio el aislamiento e identificacion de
dos compuestos del tipo naftofurandionas la 2-(1-hidroxietil)-4H,9H-nafto-[2,3-b]-
furano-4,9-diona (11) y 2-acetil-nafto-[2,3b]-furan-4,9-diona (12) (Figura 2) que
presentaron actividad antipalidica significativa in vitro contra Plasmodium berghei,

en particular, 2-(1-hidroxietil)-4H 9H-nafto-[2,3-b]-furano-4.9-diona (11), con una

Clsg de 0,002 uM, superando la cloroquina (Clsg 0,110 pM) (Jiménez y col, 2013).
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Varios analisis han revelado la actividad tripanocida de las naftoquinonas
aisladas del género Tabebuia y sus derivados heterociclicos, como el naftoimidazol f-
lapachona, estos estudios han probado la actividad de 38 compuestos contra
Trypanosoma cruzi y sugieren que las modificaciones quimicas de las naftoquinonas,
especialmente sus anillo de imidazol, podrian producir compuestos con alta actividad
tripanocida (Jiménez y col, 2013).

Los extractos de hexano. cloroformo y etanol obtenidos de la corteza de
Tabebuia serratifolia, un planta utilizada en la medicina tradicional peruana para
tratamiento de la leishmaniasis cutanea, fueron recientemente evaluados por su
tripanocida y antileishmania. El extracto de cloroformo fue el mas efectivo contra
Trypanosoma cruzi v Leishmania infantum, con-porcentajes de inhibicion mayores de
96 % v concentraciones de extracto entre 400 y 800 pg/mL. Del extracto etanélico, se
logro aislar una naftoquinona (11), este compuesto fue activo frente a Leishmania

infantum y Trypanosoma cruzi, con una concentracion de inhibicién del crecimiento
(Clsg) de 0,01 pg/mL. Este valor fue menor que el Nifurtimox y similar al de

Anfotericina B. Esta naftoquinona fue previamente aislada de 7. cassinoides, T.

billbergii y T. ochracea (Jiménez y col, 2013).

Actividad antioxidante
Del extracto acuoso de Tabebuia avellanedae se aislaron tres nuevos
glucésidos de fenilpropanoide (14, 17, 18), junto con tres glucosidos fenilpropanoides

conocidos (13, 15, 16) (Figura 2). Todos los compuestos presentaron fuerte actividad
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antioxidante en el ensayo DPPH, y el compuesto 17 fue el mas activo, con una Clsg

de 0.12 uM (Suo y col. 2013).

Figura 2. Algunos compuestos bioactivos aislados del género Tabebuia.
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Figura 2. Algunos compuestos bioactivos aislados del género Tabebuia (Continuacion).
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Diversos estudios reportan la actividad antioxidante i vitro frente a los

radicales hidroxilo, peroxilo y superéxido de los extractos de T. chrysantha, T.

pallida y T. argéntea indicando que son una fuente potencial de anfioxidantes, por lo

que podrian ser utiles en la industria farmacéutica para tratar a base de plantas varias

enfermedades causadas por radicales libres (Ospina y col, 2011; Govindappa, y col,

2013: Rahman, Islam, Biswas y Alam, 2015).

El género Tabebuia esta enriquecido con una diversidad de metabolitos

secundarios, responsables de la actividad biologica de las especies de este género, los

compuestos fendlicos son los responsables del poder antioxidante, efecto citoxico y

las actividades anticancerigénas reportadas para este género (Rhaman y col, 2019).
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Actividad citotoxica

Las especies del género 7abebuia han sido utilizadas para el tratamiento del
cancer en la medicina popular, en 1982, fueron aisladas de 7abebuia cassinoides dos
naftoquinonas (Figura 3): 2-(1-hidroxietil)-nafto-[2,3-b]-furan-4,9-diona (19) y 2-
acetilnafto-[2,3-h]-furan-4,9-diona (20), ambos compuestos fueron activos contra
células KB que producen carcinoma epidermoide oral. Posteriormente, se investigo el
compuesto 20 como agente anticancerigeno /n vitro, y se descubrid que esta quinona
muestra citotoxicidad moderada contra varios lineas celulares de cancer, incluido el
carcinoma escamoso oral humano, carcinoma de prostata humano (DU-145),
melanoma humano (C8161), adenocarcinoma de pulmén humano (A549) y
carcinoma epitelial humano células (HeLa3—-6) (Inagaki, Ninomiya, Kaori, Kunitomo
y Mamoru, 2013).

Otros estudios sobre el lapachol (5) y f-lapachanona (6), compuestos
comunes en las especies de Tabebuia, revelo que poseen actividad significativa contra
un rango de lineas celulares tumorales, incluyendo mama, leucemia y prostata, asi
como varias lineas celulares resistentes a diversos farmacos. La actividad biologica de
la quinonas esta relacionada con la capacidad del resto quinona para aceptar
electrones para formar aniones radicales o especies de dianiones, y estimular asi la
produccion intracelular de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (Gomez,

Prieto y Heinrich, 2009).
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Figura 3. Naftoquinonas con actividad citotoxica aislados de 7. avellanedae
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Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson

1. serratifolia (Figura 4) es una especie arborea que estd ampliamente
distribuida en América del Sur (Brasil, Guyana, Guyana Francesa, Surinam,
Venezuela, Colombia, Ecuador, Peri y Bolivia) (Lobato, Tapajos y Moreira, 2014).
Este arbol puede alcanzar una altura hasta de 45 m y un diametro hasta de 1,20 m. Se
caracteriza por presentar un tronco recto y cilindrico. La corteza externa es de color
grisaceo o parduzca clara, delgada y de apariencia algo escamosa o agrietada. La
corteza interna es de color castafio rojiza. Las hojas son opuestas, digitadas, con
foliolos de borde aserrado, que al secarse se tornan verdosas. Flores de color amarillo,
dispuestas en racimos terminales axilares. Fruto capsular alargado, dehiscente y que
contiene numerosas semillas aisladas. Tabebuia serratifolia se diferencia de otras
Tabebuia por presentar los bordes de las hojas marcadamente aserrados (Colmeiro,

1871).
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Figura 4. Tabebuia serratifolia

Tomada de Colmeiro (1871)
La madera es apreciada ya que destaca por su extrema dureza y resistencia al
fuego y.a las plagas A weces se comercializa como un “palo de hierro”, o

(1

simplemente como “ipe” (todo el género Tabebuia), o como el lapacho
(correctamente para la especie de Tabebuia serratifolia) (Hokche y col, 2008).

Otros sinénimos para esta especie son Handroanthus serratifolius; Tecoma
serratifolia v Bignonia serratifolia, por otra parte, los nombres comunes son Roble
amarillo, Coralibe, Alumbre, Caiiahuate, Buecporie, Poliarco amarillo, Palo de arco,
Chicala, Polvillo, Curarire, Guayacan, Roble (Col.) Acapro, Alcapro, Araguaney,
Echahumo, Canada Pui, Puy, Flor amarillo, Curaire, Lapacho (Leon y Williams,

2007). Taxonomicamente se clasifica de la siguiente manera (Vasquez, 1997):

v
Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
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Subfilo: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales

Familia: Bignoniaceae
Género: Tabebuia
Especie: serratifolia

Nombre cientifico: Tabebuia serratifolia (M Vahl) Nicholson

Usos en Medicina Tradicional

Segiin Rengifo y Mejia (2000), el cocimiento de las flores es mezclado con
miel de abejas silvestres para obtener un jarabe y es usado como. antigripal y
antitusigeno, la infusion de la corteza es utilizada para tratar la Leishmaniasis, con
este preparado se lava la parte afectada y se aplican emplastos hasta la cicatrizacion
de las ulceras, el cocimiento de la corteza interna en un se usa para la diabetes y

hepatitis, las hojas para combatir la flatulencia.

Aspectos quimicos y farmacoldgicos de T. serratifolia

Tabebuia serratifolia es usada para el tratamiento de la diabetes, fiebre,
leishmaniasis, infecciones del tracto urinario, diarrea, gonorrea, alergias, artritis,
cancer, anemia, entre otros. La presencia de naftoquinonas ha sido reportada en
muchas especies de Tabebuia y se conoce que las naftoquinonas son activas

bioloégicamente frente a diversos patogenos (Pacheco y Lock, 1994)
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El extracto etandlico de la madera de 7. serratifolia mostré actividad frente a
Gloeophyllum trabeum y Trametes versicolor (hongos responsables de la pudricion de
la madera), el lapachol (5) resulté ser el compuesto mayoritario del extracto y
presentd actividad fungicida a una concentracion de 60 pg/mL y fungistatica entre 30
y 50 pg/mL (Velasquez y col, 2004).

Por otra parte, Grandez y col (2009), en investigaciones realizadas
determinaron la actividad hipoglucemiante del extracto etanolico de la corteza de
Tabebuia serratifolia (Tahuari), y en un analisis fitoquimico establecieron la
presencia de compuestos del tipo alcaloides, flavanoides, taninos, triterpenos y/o
esteroides. este extracto resultd ser inocuo a dosis limites de 2000 mg/Kg y a dosis
repetida.

La mayoria de investigaciones en especies de Tabebuia se orientaban a la
madera, pues se asumia que los componentes de la corteza y la madera eran los
mismos; sin embargo, Girard y col (1988) compararon las naftoquinonas presentes en
la corteza y madera de la Tabebuia rosea, encontrando que los componentes de
ambas partes eran diferentes.

En tal sentido, Pacheco y Lock (1994) lograron aislar de la corteza y madera
de 7. serratifolia el acido 4-metoxisalicilico (21), acido vainilico (22), p-sitosterol
(23), lapachol (5) y dehidrolapachona (24) (Figura 5). Asimismo, Romagnoli y col,
(2011), identificaron en la madera de 7. serratifolia la presencia de lapachol y

dehidrolapachona como compuestos mayoritarios, y derivados antraquinénicos como
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la 1-hidroxi-4-metilantraquinona; 2.3-dimetil-1,4-naftalenediona-2-(fenilmetileno) y

2-metoxi-9H-xanten-9-ona-ciclohexanona entre los componentes minoritarios.

Figura 5. Compuestos quimicos identificados para la especie 7. serratifolia

COOH COOH
OH
OCHa
OCHg OH
acido 4-metoxisalicilico (21) acido vainilico (22)
0
0
(LT
o]
HO» ™
p-sitosterol (23) dehidrolapachona (24)

Productos Naturales

Los seres vivos son capaces de sintetizar una gran variedad de compuestos que
se definen “Productos Naturales” o “Metabolitos Secundarios”, que se le conoce
también como producto quimico y en la mayoria de los casos no tiene utilidad
aparente para el ser que lo sintetiza, a diferencia de los metabolitos primarios o

productos bioquimicos que presentan una utilidad definida y que son comunes en
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todos los seres vivos, como son: Carbohidratos, Lipidos y Proteinas (Marcano y
Hasegawa 2002).

En general, se distinguen dos grandes grupos de productos naturales; los
metabolitos primarios y los metabolitos secundarios, los primarios que se refieren a
los procesos quimicos que la planta debe realizar para sobrevivir y reproducir su
actuacién, como son: La fotosintesis que da lugar a los acidos carboxilicos del ciclo
de Krebs. Estos metabolitos primarios se caracterizan por (De Ugaz, 1994):

3 Tener una funcién metabolica directa.

Ser compuestos esenciales intermedios en las vias catabolica y anabolica.

Encontrarse en todas las plantas.

Tratarse de carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos o clorofilas.

» . .
Son precursores de los metabolitos secundarios

Por otra parte, los metabolitos secundarios son en principio no esenciales para la
vida pero contribuyen en la adaptacion y supervivencia de las especies. La quimica
que conduce a la formacion de un producto natural se caracteriza por ser mas comun
en un grupo biolégico en particular, tal como una familia o un género. Estos

metabolitos poseen otras caracteristicas como son (De Ugaz, 1994):

- : . .
No ticnen funciones metabolicas directas aparentes.

Ser importantes para la supervivencia e interaccion con el entorno.

Presentar diferente distribucion en el reino vegetal.
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La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse de acuerdo a sus
estructuras, biosintesis, fuente de produccion o a su accion biologica. En estos casos
es inevitable la superposicion. Por ejemplo, por ser moléculas generalmente
polifuncionales es dificil ubicarlas en un determinado grupo quimico, debido a que
dos compuestos totalmente diferentes tienen la misma accion, o la misma fuente de
produccién puede originar simultaneamente  compuestos —muy distintos.
Aparentemente el criterio mas acertado es aquel que usa la biosintesis como
denominador comin. la cual, en su esquema basico engloba la formacion de los

metabolitos primarios y secundarios (Marcano y Hasegawa, 2002).

Biosintesis de proeductos naturales

Los metabolitos secundarios se forman por distintas vias biogenéticas, la
formacion de los productos naturales comienza con la fotosintesis que tiene lugar en
las plantas superiores, algas y algunas bacterias. Es un proceso endotérmico que
requiere de luz solar: aquellos organismos incapaces de absorber la luz, obtienen su
energia de la degradacion de carbohidratos. Tales compuestos pueden en realidad. ser
resultados de sistemas enzimaticos particulares de una dada clase de organismos, que
incluyen variedades y/o mutantes que cambian su metabolismo de acuerdo a las
condiciones ambientales (Marcano y Hasegawa, 2002).

Se sabe que la concentracion de ciertos metabolitos aumenta cuando el vegetal
se encuentra en estado de estrés. Las condiciones biomiméticas: condiciones de

laboratorio que tratan de imitar a las producidas por el sistema enzimatico, pueden
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representar ese estado de estrés en el organismo vivo y generar ciertos esqueletos no

abundantes y a veces especificos, para la especie bajo estudio. La formacion de

metabolitos primarios y secundarios en la biosintesis ocurre a través de reacciones

enzimaticas. Las plantas sintetizan cientos de compuestos, encontrandose en estos lo

metabolitos secundarios, dentro de los cuales se pueden mencionar los siguientes

(Marcano y Hasegawa, 2002):

Alcaloides: Se conoce con el nombre de alcaloides a las sustancias que actuan
como metabolitos secundarios de las plantas que han sido sintetizados partiendo

de aminoécidos. Derivan de aminoacidos los alcaloides verdaderos, siendo por lo

tanto nitrogenados.

Taninos: Sustancias astringentes que se encuentran en algunos tejidos vegetales,
como la corteza de los arboles y el hollejo de la uva.

Moo

Saponinas: Las saponinas (del latin "sapo”, jabon") son glucosidos de esteroides
o de triterpenoides, llamadas asi por sus propiedades semejantes a las del jabon:

cada molécula esta constituida por un elemento soluble en lipidos (el esteroide o
el triterpenoide) y un elemento soluble en agua (el azacar), y forman una espuma
cuando se las agita en agua. Las saponinas son toxicas, y s€ cree que su toxicidad
proviene de su habilidad para formar complejos con esteroles, por lo que podrian
interferir en la asimilacion de estos por el sistema digestivo, o romper las

membranas de las células tras ser absorbidas hacia la corriente sanguinea.
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Flavonoides: Flavonoide (del latin "flavus”, "amarillo") es el término genérico
con que se identifica a una serie de metabolitos secundarios de las plantas. Son

sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y 3 moleculas de malonil-
CoA. a través de lo que se conoce como "via biosintética de los flavonoides”,
cuyo producto, la estructura base, se cicla gracias a una enzima isomerasa. La
estructura base, un esqueleto C6-C3-C6, puede sufrir posteriormente muchas
modificaciones y adiciones de grupos funcionales, por lo que los flavonoides son
una familia muy diversa de compuestos, aunque todos los productos finales se

caracterizan por ser polifendlicos y solubles en agua.

Terpenos: Hidrocarburos que se encuentra en los aceites volatiles obteniéndose
de las plantas y principalmente de las coniferas y de los frutos citricos.

Triterpenos: Son los terpenos de 30 carbonos. Son por lo general generados por
la unién cabeza-cabeza de dos cadenas de 15 carbonos, cada una de ellas formada

por unidades de isopreno unidas cabeza-cola.

Esteroides: Sustancias de estructura policiclica de la que derivan compuestos de
gran importancia biologica, tales como los acidos biliares y algunas hormonas.

Fenoles: Alcoholes derivados del benceno, obtenidos por la destilacion de los
aceites de alquitran que se usa como antiséptico en medicina.

Antraquinonas: Son quinonas triciclicas derivadas del antraceno que a menudo
contienen uno o mas grupos hidroxilo: Si poseen dos grupos OH en posiciones | y
2 tienen propiedades colorantes y si se encuentran en las posiciones 1 y 8 el efecto

es laxante.
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Extractos Vegetales

El término extraccion se refiere, a la separacion de sustancias biologicamente

activas de los materiales inertes o inactivos de una planta mediante la utilizacion de

un disolvente seleccionado y de un proceso de extraccion adecuado, donde

generalmente se obtienen dos componentes; el extracto (solucion extraida de un

disolvente) y el residuo o bagazo. A continuacion se mencionan algunas técnicas de

extraccion (Valcarcel y Gomez, 1988):

>

Mecénicas:

- Por Expresion: La planta se introduce en una prensa hidraulica y se exprime
hasta obtener su jugo, es un método usado para obtener los zumos de citricos,
aceites y ofros.

- Por Incisiones: Con el fin de obtener exudados del material vegetal, pueden
ser gomas, resinas, mieles y otros productos que se producen en gran cantidad

al realizarle inclusiones o cortes a la planta viva.

Destilacién:

- Por Arrastre de Vapor: Es el proceso de extraccion mediante el cual se
obtienen aceites esenciales, los cuales son productos grasos constituidos por
un nimero muy grande de compuestos quimicos aromaticos, muy volatiles de
estructura y composicion muy compleja. La mayoria son terpenos de bajo

peso molecular.
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Y

Extraccion discontinua:

- Maceracion: La planta seca y molida se pone en contacto con el disolvente a
temperatura ambiente, dejando la mezcla en reposo (aproximadamente de3a
10 dias). Transcurrido el tiempo de maceracion, se decanta el extracto y se

elimina el residuo vegetal, es recomendable hacer una segunda extraccion.

- Infusion: El disolvente se hierve y posteriormente se introduce la planta a
extraer, dejandose enfriar la mezcla hasta temperatura ambiente. El extracto

recibe el nombre de infusion o té.

- Decoccion o cocimiento: La planta es cubierta con el disolvente (agua), y se

lleva a ebullicién por 15 a 30 minutos posteriormente se enfria y se filtra.

Extraccion Continua:

- Percolacion: El material vegetal se coloca en una columna y esta en contacto
permanente con el disolvente que gotea por la parte inferior. Constantemente
es necesario agregar disolvente puro por la parte superior de la columna, y asi

lograr compensar la cantidad de disolvente que sale por la parte inferior.

- Soxhlet: El material vegetal seco es sometido a una extraccion continua. El
aparato (Soxhlet) asegura en todo momento la provision del disolvente puro,
que pasa por el material arrastrando los principios activos. El extracto

obtenido suele concentrarse eliminando total o parcialmente el disolvente.
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Andlisis Fitoquimico

La Fitoquimica comprende el estudio de los metabolitos secundarios de origen
vegetal, estos metabolitos secundarios se distribuyen diferencialmente entre grupos
taxonomicos, presentan propiedades biologicas, muchos de ellos presentan funciones
ecologicas y se caracterizan por sus diversos usos y aplicaciones como:
Medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes, cremas, entre otros (Marcano v
Hasegawa, 2002).

El analisis fitoquimico es un proceso que comprende el estudio de los
metabolitos secundarios de origen vegetal y la metodologia que se sigue depende de
los objetivos de tales estudios. Sin embargo existen etapas comunes, que no
necesariamente ocurren al mismo tiempo, las cuales se resumen a continuacion

(Marcano y Hasegawa, 2002).
Seleccion del Matenal.
Prucba de Actividad Biologica
Examen Quimico de las Muestras.
- Pruebas Quimicas de Campo.
- Pruebas Quimicas de Laboratorio.
- Que partes del Material se Analiza.

Meétodos de Extraccion y Fraccionamiento.

Cromatografia.
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Para determinar la presencia de ciertos grupos quimicos en una planta se efectiian
una serie de pruebas, que dependiendo de las caracteristicas estructurales vy
solubilidad pueden realizarse la identificacion de los mismos. Entre estas pruebas se

encuentran:

Ensayo de Lieberman-Bourchard (Triterpenos y/o esteroles): Permite
reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por poseer

ambos un nicleo de androstano, generalmente insaturado en el anillo #y en la
posicion 5-6. Esta prueba colorimétrica utiliza una mezcla compuesta acido
sulfirico 'y anhidrido acético que producen sustancias cromoforas con el
ciclopentano perhidrofenantreno, por el incremento de los dos dobles enlaces
conjugados formados por la deshidratacion e isomerizaciones en los terpenos
y esteroides (Figura 6) (Dominguez, 1979). Se considera positiva la prueba
cuando aparecen coloraciones roja, verde o azul (Martinez, Valencia y

Jiménez, 2004).

Figura 6. Fundamento quimico de la reaccion de Lieberman-Bourchard
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Ensayo de Shinoda (flavonoides): el magnesio en polvo reacciona con acido
clorhidrico concentrado. El hidrogeno generado produce por reduccion el ion

flavilio (Figura 7) de color rojo escarlata (Varia desde rosa muy debil hasta el
rojo escarlata). Todos los flavonoides, excepto chalconas, auronas e

isoflavonas dan positiva esta reaccion (Dominguez, 1979).

Figura 7. Fundamento quimico de la reaccion de Shinoda

Ensayo de Dragendorff, Wagner y Mayer (alcaloides): Se basa
generalmente en la combinacion de los alcaloides con metales pesados. Se

llevan a cabo en solucion acuosa acida. Los reactivos mas utilizados para la
precipitacion de los alcaloides son cidos de elevado peso molecular. Como el
reactivo yodado de Dragendorff (yodo bismutato potasico, precipitado rojo-
naranja); el reactivo de Mayer (mercurio tetrayodado potasico, precipitado
blanco-amarillento) y el reactivo Wagner (yoduro de potasio, precipitado
marrén) (Dominguez, 1979). En el analisis fitoquimico preliminar las técnicas
de reconocimiento son basadas en la capacidad que tienen los alcaloides en

estado de sal (extractos acidos), de combinarse con el yodo y métales pesados
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Y

formando precipitados con reactivos como el mercuriyoduro de potasio
(Mayer) y yoduro de bismuto (Dragendorff), estas reacciones se basan en los
siguientes comportamientos (Coy, Parra y Cuca, 2014):

El yoduro de potasico cuando reacciona con cloruro mercirico, forma
un precipitado rojo de yoduro mercirico: [HgClp + 21 —= 2CI° + Hglp]
soluble en exceso de iones de yoduro con formacion de un anion complejo
incoloro: [Hgly + [ —= Hg12_4]. La solucion alcalina de este complejo sirve
para descubrir indicios de amoniaco. En esta reaccion se forma el compuesto
de color pardo oxiyoduro mercuri amoniaco, que es soluble en exceso de

o
complejo [Hgl™ 4], generando intenso color amarillo.

Los alcaloides por su caracter nitrogenado pueden comportarse de
forma similar al amoniaco. ante estos reactivos (Reactivo de Mayer). muchos
alcaloides presentes en un material vegetal forman con el bismuto, yoduros

dobles insolubles (Reactivo de Draggendorf) (Coy y col, 2014).

Ensayo de Hidréxido de Amonio (cumarinas): se basa en la apertura y
solubilizacion en medio basico. Las cumarinas se caracterizan por su intensa

absorcion de la region UV del espectro, las cuales al ser examinadas a la luz
ultravioleta presenta coloracion exaltada en presencia de amoniaco (Tamayo y
col, 2011). A continuacion en la (Figura 8) se presenta el fundamento quimico

de 1a determinacion de cumarinas utilizando el reactivo de Erlich.
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Figura 8. Fundamento quimico de la reaccion de Erlich

A7

Ensayo de Borntrager (quinonas): La naftoquinonas y antraquinonas libres
al ser tratadas con la solucién de hidroxido aménico forman complejos de

color rojo cereza. Esta reaccion es utilizada para la deteccion directa de

quinonas en los extractos vegetales (Figura 9) (Tamayo, Verdecia y Mojera

2011).

Figura 9. Fundamento quimico de la reaccion de Borntrager

o] OH
+ —_—— +2
CUD - aim— L T D v
(0] OH

Solubilidad en solucién de hidréxido de sodio al 5% (quinonas): Las
quinonas a- y f-hidroxiladas con las solucion de hidroxido de sodio al 5 %

dan soluciones coloreadas, que van del amarillo pasando por el rojo al violeta
con méximos de absorcion en la region de 450 a 668 nm. Esta reaccion puede

servir para conocer si un determinado extracto ve getal contiene pigmentos
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quinonicos; la solucion de hidroxido de sodio también se emplea como
reactivo para detectar pigmentos quinonicos por cromatografia sobre papel

(Thompson, 1958).

Prueba de tricloruro férrico (compuestos fenélicos y taninos): Quimicamente
los taninos son polimeros de polifenoles con 1 a 2 % de hidroxidos fenélicos

libres, los flavonoides son compuestos polifenolicos que se encuentran
ampliamente distribuidos en plantas. Estas sustancias precipitan en presencia de
cloruro férrico. Esta respuesta se debe al ataque producido por el ion cloruro al
hidrogeno del grupo hidroxilo provocando una ruptura de enlace y la union del

grupo fenéxidosal hierro (Figura 10) (Coy y-col, 2014; Dominguez, 1979).

Figura 10. Fundamento quimico de la Reaccion con FeCl3
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Prueba de la espuma (saponinas): el extracto disuelto en agua se agita,
vigorosamente, la aparicion de espuma es indicio de la presencia de saponinas

(Marcano y Hasegawa, 2002).
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Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que actian protegiendo al organismo de la
accion de los radicales libres, retrasando el proceso de envejecimiento y combatiendo
la degeneracion y muerte de las células que provocan los mismos. Existen alimentos
que contienen una gran variedad de fitonutrimientos, muchos de los cuales tienen
propiedades antioxidantes, ademas de las bien conocidas, vitaminas C, E y los
carotenoides. Existen otros compuestos como los flavonoides (incluyendo flavonas,
isoflavonas, flavononas, saponinas y catequinas) que son fuertes antioxidantes y
contribuyen a la capacidad antioxidante total (Hokche y col, 2008).

En relacion a lo anteriormente expuesto, los radicales libres son definidos
como moléculas desequilibradas con dtomos que tienen un electron ¢on capacidad de
aparearse por lo que son muy reactivos. Estos radicales recorren el organismo
intentando captar un electron de las moléculas estables, con el fin de lograr su
estabilidad electroquimica y con potenciales reacciones en cadenas destructoras de las
células del cuerpo (Gutiérrez, Ledesma, Garcia y Grajales 2007).

Una situacion importante que acecha a las células que conforman los tejidos
de los seres vivos son los radicales libres, que pueden ser de origen endogeno y
exdgeno, estos radicales son capaces de inducir un amplio espectro de reacciones
muy nocivas para el organismo animal y en especial para los humanos. Para evitar
estas situaciones se estudia el posible desarrollo de métodos quimicos y naturales que
sirvan como protectores, y que en conjunto con las moléculas ricas en electrones, que

el propio organismo produce para contrarrestar estos efectos daiiinos, las cuales



donaran parte de esos electrones presentes en su estructura para producir un efecto

antioxidante estabilizando a los radicales libres (Bello, 2005). En tal sentido, los

antioxidantes pueden clasificarse de la siguiente manera (Herrerias, Diaz y Jiménez,

1996):

>

Antioxidantes Enzimaticos: Las células de los tejidos biologicos poseen
sistemas enzimaticos que actiian como protectores de la oxidacion por medio

de la inactivacién de sustancias potencialmente oxidativas como las especies
reactivas de oxigeno (ERO) dentro de las que se incluyen el Op, el HyO y el

OH;: e inactivando el estado de oxidacion de los metales de transicion, que son

potencialmente catalizados de la oxidacion.

Antioxidantes No Enziméticos; Como un complemento de los enzimaticos
que son intracelulares, los antioxidantes no enzimaticos se encargan de

compensar a los radicales libres que son liberados o que pertenecen al espacio
intercelular; en este grupo se incluye a la vitamina E que puede bloquear a los
radicales libres y a las moléculas inestables de oxigeno, la vitamina C que
regenera la forma reducida de la vitamina E, el beta caroteno o precursor de la
vitamina A y también de la vitamina B que forma parte de la enzima glutation

reductasa que genera al glutation (Herrerias, Diaz y Jiménez 1996).

Antioxidantes en la Naturaleza

Con la intencion de controlar el proceso de destruccion producido por los

radicales libres la naturaleza cred muchos antioxidantes que son los que protegen las
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grasas, lipidos y el ADN al interponerse en el secuestro de electrones que hacen los

radicales libres a las células sanas del cuerpo, ellos entregan sus propios electrones,

aunque el cuerpo produce sus propios antioxidantes, diversos estudios han

demostrado que los antioxidantes contenidos en los alimentos ofrecen una mejor

proteccion. Las frutas y verduras cuentan fitonutrientes que confieren proteccion del

organismo frente a agentes oxidantes (Yeager, 2001). A continuacion se mencionan

algunos antioxidantes presentes en la naturaleza:

e

Y

Acido Ascérbico (Vitamina C): Es un derivado de azicar de seis carbonos
considerado un regenerador de antioxidantes porque participa en reacciones

que le permiten reducir compuestos libres que se encuentran inestables por

falta de un electron (Cubero, Monferre y Villalba 2002),

Vitamina E: Es una molécula que posee su sitio activo en el grupo 6-
hidroxilo de anillo cromanol de su estructura, es un elemento capaz de inhibir

la sintesis de creatin quinasa y la xantina oxidasa lo que ayuda a proteger
varias enzimas de la membrana celular de la oxidacion producida por metales

como el mercurio, el cadmio o el plomo (Gil, 2010).

Carotenoides: Son muy valiosos para proteger las grasas, ya que actian
inhibiendo la reaccion del oxigeno con los lipidos (Gil, 2010).

Polifenoles: Son los antioxidantes mas abundantes de las dietas, que limitan
los procesos oxidativos debido a su capacidad de combinarse con metales de

transicion, ademas es capaz de neutralizar a las moléculas que se producen

durante la activacion del oxigeno (Flanzy, 2003).
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Estrés oxidativo

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y otros radicales libres
son un proceso normal durante el metabolismo celular, el cual estd compensado por
un complejo sistema antioxidante. Sin embargo, la exposicion a contaminantes.
medio ambiente, estilo de vida y situaciones patologicas, pueden generar exceso y
acumulacion de radicales, resultando en el establecimiento de estrés oxidativo (EO).
El estrés oxidativo se ha relacionado con el envejecimiento y enfermedades cronicas,
promoviendo un alto indice de mortalidad en los tltimos afos (Figura 11) (Sanchez y

Meéndez, 2013).

Figura 11: Procesos degenerativos y enfermedades producidas por EO (Sanchez y

Méndez, 2013).
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Estas enfermedades pueden clasificarse en las generadas por pro-oxidantes
que modifican el estado redox y alteran la tolerancia a la glucosa, favoreciendo el EO
mitocondrial en enfermedades como el cancer y la diabetes mellitus; el segundo
grupo incluye EO de tipo inflamatorio y una mayor actividad de la enzima
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato-oxidasa (NADPH-ox) que conducen a la
aterosclerosis e inflamacion cronica; y el tercer grupo deriva del sistema xantina-
oxidasa, generando ERO implicados en la lesion isquémica por reperfusion. Por otra
parte, el proceso de envejecimiento esta ligado al efecto daiiino de los radicales libres
a través de la oxidacion de biomoléculas como lipidos, ADN y proteinas,
repercutiendo directamente en el proceso de envejecimiento (Sanchez y Méndez,

2013).

Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante se define como la capacidad de una sustancia para
inhibir la degradacion oxidativa. Varios mecanismos creen que su principal modo de
accion esta relacionado con la alta reactividad hacia radicales libres. Sin embargo,
debe distinguirse entre capacidad antioxidante y reactividad. Mientras que la
capacidad antioxidante da informacién acerca de la duracion del efecto antioxidante,
la reactividad caracteriza solo la dinamica de inicio del efecto antioxidante a una
concentracion fija de compuesto. La actividad antioxidante estd determinada por

(Londono, 2004):
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Reactividad quimica del antioxidante.

Capacidad del antioxidante para acceder hasta el sitio de reaccion.

Estabilidad de los productos formados después del proceso de estabilizacion
de radicales libres.

Métodos para la determinacion de la actividad antioxidante

Los métodos para la determinacion de la actividad antioxidante en general se
basan en comprobar como un agente oxidante induce dafio oxidativo a un sustrato
oxidable, dafio que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta
inhibicion s proporcional a la actividad antioxidante del compuesto o la muestra. Por
ofra parte, hay ensayos que se basan en la cuantificacion de los productos formados
tras el proceso oxidativo. Los distintos métodos difieren en el agente oxidante, en el
sustrato empleado, en la medida del punto final, en la técnica instrumental utilizada y
en las posibles interacciones de la muestra con el medio de reaccién (Coba, Mayuca y
Vidari, 2010).

Existen varias aproximaciones para la clasificacion de métodos para medir
actividad antioxidante. Una de ellas se basa en clasificar los métodos como directos e
indirectos, mientras que otra los clasifica de acuerdo con el mecanismo mediante el

cual sucede el proceso antioxidante (Londofio, 2004).
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En los métodos indirectos, la presencia de radicales libres produce la pérdida o
aparicion de un reactivo, y por tanto, en presencia de un antioxidante se provoca el
aumento o disminucion de la sefial (Rivas y Garcia, 2016).

Por otra parte, en los métodos directos el radical se emplea como un factor de
cuantificacion (produce una seial analitica). La adicién del antioxidante, antes o
después de la generacion del radical, provoca una disminucion de la seial. En el
ensayo de post-adicion se forma el radical en ausencia de la muestra y asi, cuando se
afiade la sustancia antioxidante se produce un descenso en la sefial debido a la
disminucion de la concentracion del radical. En ensayos de inhibicién, la muestra se
afade a los sustratos de oxidacion antes que sea generado el radical, la reaccién
comienza eon la adicion del oxidanteé. Dentro de los métodos directos destacan los
siguientes (Rivas y Garcia, 2016):

’

Ensayo de decoloracion del cation radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH ): Para cuantificar la capacidad captadora de radicales libres de los

extractos se determina el grado de decoloracion que provocan sus
componentes a una solucion metanolica de DPPH mediante el método de

Brand-Williams (1995), con algunas modificaciones.

El fundamento del método, consiste en que este radical tiene un electron
desapareado y es de color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido

por reaccion con una sustancia antioxidante (Figura 12): la absorbancia es
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medida espectrofotométricamente a 517 nm. La diferencia de absorbancias,
permite obtener el porcentaje de captacion de radicales libres (Molyneux,

2004).

Figura 12. Mecanismo de accion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

(DPPH)

4 o » OZN <\ a f) |-?2N
N NOy

N-N NO ,
Antioxidante
ON 02N
2

Radical DPPH e DPPH reducido

Violeta Amarillo

ar

Ensayo de decoloracién con el radical catiénico dcido 2,2°, azinobis-(3-

etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS): Se fundamenta en la cuantificacion

de la decoloracion del radical ABTS°+, debido a la interaccion con especies

donantes de hidrogeno o de electrones. El radical cationico ABTS es un

cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se genera por una

reaccion de oxidacion del ABTS con persulfato de potasio.
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La ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto en muestras
hidrosolubles como liposolubles, eligiendo el disolvente apropiado en cada
caso y que proporciona rapidamente los resultados mas reproducibles
empleando un equipo de laboratorio relativamente comin como es el
espectrofotometro, ampliamente utilizado. Ademas, como la longitud de onda
a la que se realizan las medidas de absorbancia no es comun en los alimentos,
hace que este método sea particularmente interesante para el estudio de
extractos vegetales ya que elimina la posibilidad de interferencias de color

(Re, Pellegrini, Proteggente, Yang y Rice 1999).

Ensayo FRAP (Reduccién del hierro férrico a ferroso): Este método evalta

la capacidad antioxidante deuna muestra de acuerdo con su capacidad para

. . . +3 . :
reducir el hierro férrico (Fe ) presente en un complejo con la 2.4.6-tri(2-

piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe+2), que tuvo un maximo

de absorbancia a una longitud de onda entre 590-595 nm (Mesa, Gaviria,

Cardona, Saez, Trujillo y Rojano 2010).

Este ensayo proporciona resultados reproducibles de forma rapida y su
unica desventaja es que debe realizarse en una matriz acuosa, debiendo por
tanto usar como antioxidante de referencia, uno que sea hidrosoluble, como el

acido ascorbico o el Trolox (Benzi y Strain, 1996).
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Definicion Operacional de Términos

Células: Es la unidad morfologica y funcional de todo ser vivo. De hecho, la
celula es el elemento de menor tamario que puede considerarse vivo.

Dehiscente: Dicho de un fruto que se abre naturalmente para  que salga la
semilla.

Endofitos: Son organismos no patogénicos, los cuales durante algiin momento
de su ciclo de vida colonizan o no los tejidos internos de la planta sin causar

ningun tipo de sintoma.

Farmacognosia: Estudio del origen, estructura y propiedades fisicas y quimicas
de los medicamentos.

Fitonutrientes: No son vitaminas ni minerales, son las sustancias quimicas que
dan color y sabor a las plantas y ademas las protegen contra los rayos

ultravioletas, y contra infecciones bacterianas, virales y sicoticas. Y que
contribuyen a la superacion de las condiciones adversas del entorno

(depredadores, sequias, insectos, etc).

Foliaceas: Perteneciente o relativo a las hojas de las plantas.
Foliolo: Cada una de las hojuelas de una hoja compuesta.

Mutageno: Agente capaz de producir mutaciones.

Metabolismo: es el conjunto de reacciones bioquimicas y procesos
fisicoquimicos que ocurren en una célula y en el organismo.

Oxidacién: La oxidacion es una reaccion quimica donde un elemento cede

electrones, y por lo tanto aumenta su estado de oxidacion.
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Operacionalizacién de Variables

Las variables se operacionalizan con la finalidad de transformar los conceptos

abstractos en empiricos, en consecuencia se podran medir a través de los indicadores

respectivos. En tal sentido, se operacionaliz la variable dependiente como la

actividad antioxidante (Tabla 2) y la variable independiente (Tabla 3) como la

composicion quimica de los extractos de Tabebuia serratifolia.

Tabla 2. Variable Dependiente. Actividad antioxidante de los extractos de la corteza

de 7. serratifolia.

Variable

Tipo

Definicion conceptual

Actividad antioxidante de
los extractos de 7'

Dependiente y

Capacidad de una sustancia
de inhibir o Tretardar la
oxidacion de otras moléculas
inhabilitando la iniciacion|

serratifolia cuantitativa y/o pmpagacién de 1351
reacciones en cadena de los
radicales libres (Pastene,
2009)

Definicion operacional Dimensiones Indicador

Método de DPPH (2.2-
difenil-1-picrilhidrazilo)

Metabolitos secundarios
captadores de radicales

libres

% de DPPH Inhibido
Mayor a 50 %

Fuente: Gutiérrez y Pérez, 2019
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Tabla 3. Variable independiente. Composicion quimica de los extractos de la corteza

de 7. serratifolia.

Variable Tipo Definicién conceptual
Composicion quimica Metabolitos secundarios]
de los extractos de la : i s presentes en  un extracto
. Independiente y cualitativa
corteza de /M (Marcano y Hasewaga,|
serratifolia 2000)
DeﬁmF — Dimensiones Indicador
operacional
e Aparicion de
e Alcaloides turblbdgz A
precipitado.
Pruebas quimicas e Fenoles * Formac] on deuna .
W coloracion que varia
preliminares
S : de verde azul.
cualitativas de ¢ Flavonoides b YR ,
coloracién y/o 0 ]oracmn nar_.'glja 0
precipitacion “S:t:: = c%%s; L
- ositiva.
e Triterpenos/Esteroles P B

e Coloracion roja o
verde se considera
prueba positiva.

Fuente: Gutiérrez y Pérez, 2019

55



Hipétesis
Investigaciones previas han demostrado que especies del género Tabebuia
biosintetizan metabolitos secundarios que poseen actividad biologica; por lo cual, es

de esperar que los extractos de la corteza de Tabebuia serratifolia posean compuestos

estructuralmente relacionados y con actividad antioxidante.
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CAPITULO I1I

MARCO METODOLOGICO

Este capitulo tiene la finalidad de dar a conocer las técnicas de observacién
utilizadas y los procedimientos de anélisis empleados para que sea posible a otros
investigadores y no sélo para repetirla sino también para verificar la adecuacion de
dichas técnicas y procedimientos al objeto de la investi gacion, asi mismo se
desarrollaron cada una de las pautas que permitieron reconocer la presente
mvestigacion,

Tipo de Investigacién

Segan Hurtado (2010), los tipos de investigacion pueden ser: exploratoria,
descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva, proyectiva, interactiva,
confirmatoria y evaluativa. Particularmente, la investigacion de tipo confirmatoria se
lleva a cabo cuando ya existen investigaciones previas de caracter exploratorio,
descriptivo y explicativo, y a la vez, se puede predecir el efecto a partir de la causa o
inferir la causa a partir del efecto. Por lo tanto esta investigacion es de tipo
confirmatorio, ya que se establecio la relacion de causa-efecto entre los componentes

quimicos de los extractos de 7abebuia serratifolia y su actividad antioxidante.
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Disefio de Investigacion

Segun Hurtado (2010), el disefio de la investigacion se refiere a las estrategias
que se implementaran para recolectar la informacion en una fuente determinada, en
un tiempo especifico y en una cantidad o amplitud asociada a lo que se quiere saber.
En ese sentido, el disefio de la presente investigacion es de tipo experimental, porque
la especie vegetal fue sometida a determinadas condiciones, estimulos o tratamientos.
para observar los efectos o reacciones que se producian en la variable dependiente. El
disefio de investigacion experimental es netamente explicativo, por cuanto su
propdsito es demostrar que los cambios en la variable dependiente fueron causados
por la variable independiente. Es decir, se pretende establecer con precision una
relacion causa-efecto; este estudio se realizo-en un lapso de tiempo déterminado, por
lo tanto es un tipo de disefio de investigacion transversal, porque los datos se
recolectan en un solo momento y en un tiempo unico (Hemandez, Fernandez y

Baptista, 2010)

Poblacién y Muestra
Unidad de Investigacién
Estuvo representada por la especie vegetal 7abebuia serratifolia (Bignonaceae)
recolectada Ciudad de Upata, al nor-este del Edo. Bolivar.
Selecciéon del Tamaiio de la Muestra
La muestra estuvo integrada por la recoleccién de 3000 gramos de corteza

fresca de la especie vegetal Tabebuia serratifolia,
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Sistema de Variables
Mediante el proceso de Operacionalizaciéon de las Variables, se visualizan las
propiedades del objeto que no son cuantificables directamente, son llevadas a
expresiones mas concretas y directamente medibles. Segun su funcién las variables
estudiadas en la presente investigacion se clasifican en:

” Variable Dependiente: Actividad antioxidante de los extractos de 7
serratifolia (Tabla 2).
* Variable Independiente: Composicion Quimica de los extracto de la corteza

de 7. serratifolia (Tabla 3).

Instrumento de Recoleccién de Datos
Los' mstrumentos que’ se utilizaron para la recoleccion de datos fueron
fotografias y tablas donde se registraron los resultados de la composicion quimica y

actividad antioxidante de los extractos estudiados.

Procedimiento de la Investigacién

Recoleccién y preparacion del material vegetal

Las muestras de la corteza de 7. serratifolia (Figura 13) fueron colectadas y
donadas por el Prof. Jesis Velasquez (Laboratorio de Anatomia de la Madera.
Universidad Nacional Experimente de Guayana, UNEG) en los alrededores de la

Ciudad de Upata, al nor-este del Edo. Bolivar (7° 96’ N y 62° 31" O), a una altura
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promedio de 350 m.s.n.m. (Figura 14). La corteza se retiro en la base del arbol a una
altura no mayor de 1 m sobre el nivel del suelo. Posteriormente se coloco en la estufa

a 40 °C hasta completa sequedad (2500 g).

Figura 13. Corteza de 7' serratifolia

Fuente: o. Jesus Velasquez. Laboratorio de Anatomia de 1a Madera. Laboratorio de
Biotecnologia de la Madera. Universidad Nacional Experimente de Guayana, UNEG.
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Figura 14: Ubicacion geografica de la Ciudad de Upata (Berroteran, 2003)

Obtencién de los extractos
El material vegetal seco (2500 g), fue molido utilizando un equipo especial de

carpinteria, luego se tomaron 200 g y se realizd un proceso de extraccion
(maceracion) usando como solventes hexano, acetona v etanol, en cada caso, se filtré
y el solvente fue evaporado hasta completa sequedad en un rotavapor, obteniendo
1.81g del extracto de hexano, 1,48 g del extracto de acetona y 1,98 g del extracto
etanolico.
Analisis fitoquimico preliminar

Para determinar la presencia de metabolitos secundarios en los extractos de la
corteza de Tabebuia serratifolia se efectué una serie de pruebas quimicas cualitativas

para lograr la identificacion de los mismos. Entre estas pruebas se encuentran:
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Ensayo de Liebermann-Burchard (Terpenos y/o Esteroides): para el
desarrollo de esta prueba en dos tubos de ensayos limpios, secos y

debidamente identificados, se tomaron pequefias cantidades de los extractos
previamente llevados a sequedad, y se adicioné 0,5 mL de solucion
cloroformica anhidra, luego se afiadio 0,5 mL de anhidrido acético y
cuidadosamente por la pared del tubo una gota de acido sulfiirico concentrado.
Se considero positiva la prueba cuando aparecieron coloraciones rojas, verdes

0 azuladas (Martinez, Valencia y Jiménez, 2004).

Ensayo de Shinoda (Flavonoides): Tomar 1.0 mL del extracto. anadir
algunas limaduras de Mg, sujetar el tubo con una pinza. Adicionar

cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas de HCI concentrado. La
aparicion de coloraciones naranja o violeta, se considera prueba positiva
(Martinez, Valencia y Jiménez, 2004).

Ensayo de Dragendorff, Mayer y Wagner (Alcaloides): Si la alicuota del
extracto y/o tintura esta disuelta en un solvente organico, este debe evaporarse
en un bafio de agua y el residuo redisolverse en 1,0 mL de HCI al 1% en agua.
Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le afiade una gota de HCI
concentrado. Con la solucion acuosa acida se realiza el ensayo, se divide en
tres tubos y luego se afaden 0,5 mL del reactivo correspondiente
(Dragendorff, Mayer, Wagner); el resultado es positivo si hay precipitado

naranja (Martinez, 2005).
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Ensayo de FeCl3 (Compuestos fenélicos): la muestra se disolvié en agua y
se agrego unas gotas de solucion de cloruro de hierro (I11) diluido. La

formacion de una coloracion roja, azul, verde, o purpura indica la presencia de

fenoles (Martinez, 2005).

Ensayo de Gelatina al 1 % (Taninos): disolver la muestra en agua y
adicionar 2 gotas de reactivo de gelatina. La formacion de un precipitado

blanco indica presencia de taninos (Dominguez, 1990).

Ensayo con Hidréxido de Amonio Concentrado (Cumarias): Se concentra
una porcion del extracto y se le adicionan 0,5 mL de etanol y dos gotas de

hidréxido de amonio concentrado. Se considera positiva la prueba se presenta

una fluorescencia azul-violeta (Dominguez, 1990).

Solubilidad en solucién de hidréxido de sodio al 5 % (Quinonas): En un
tubo de ensayo se introducen 10mg de la sustancia problema, 0.2 mL de

etanol y 0,4 mL de una solucién acuosa de hidroxido de sodio al 5 %. Se
observa si hay formacion de color y se registra su espectro ultravioleta

(Thompson, 1958).

Prueba de Altura y Estabilidad de Espuma (Saponinas): En cada tubo de
ensayo colocar 1,0 mL de cada extracto, agitar vigorosamente y observar la

altura de la espuma. Se considera positivo si la espuma alcanza una altura de 8

a 10 mm y se mantiene por 30 minutos (Dominguez, 1990).
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Determinacion de la Actividad Antioxidante

Se han propuesto diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, en
general se basan en la capacidad de los antioxidantes para captar radicales libres, sin
embargo el modelo de captura del radical estable 1,1-difenil-2-picrilhidracilo
(DPPH), es uno de los mas usados, por lo cual se seleccioné para llevar a cabo esta

investigacion.

Actividad inhibitoria del DPPH

El efecto de los extractos sobre el radical DPPHe, fue estimado usando el
método experimental descrito por Diaz y col (2011): en tal sentido, se tomo6 3 mL de
solucion metanolica de DPPH« a 6 x 10-2 mM se mezelé con | mL de la muestra a
ensayar (1000 pg/mL). Esta solucion se dejo reposar en la oscuridad por 30 min a
temperatura ambiente. Luego se realizaron las lecturas de las absorbancias en un
espectrofotometro UV-visible (Spectronic Genesystm 10 Bio) a 517 nm. Una
solucion de 3 mL de DPPH» a 6 x 10-2 mM y | mL de metanol fue usada como
control negativo, mientras que el control positivo fue acido ascorbico a la
concentracion de 1| mM. La actividad antioxidante se expresd como porcentaje de
inhibicion (% In) lo cual corresponde a la cantidad de radical DPPHe neutralizado por
el extracto a una determinada concentracion y se calculd de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

A DPPH - AM
Y In= x 100
A DPPH
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ADPPH: absorbancia del DPPH

AM: absorbancia de la muestra

Concentracién Inhibitoria Media (CI 50)
Aquellas muestras que alcanzaron un % In > al 50% se les determiné la

concentracion inhibitoria media (Clsg). que indica la minima concentracion necesaria

de un antioxidante capaz de reducir en un 50 % la cantidad de radicales libres
presentes en el medio (Goupy y col, 1999). Para ello, se preparo una curva de
calibracion con 4cido ascorbico (12,5 pg/mL; 25 pg/mL: 50 pg/mL; 75 pg/mL; 100
ug/mL) y una serie de diluciones de las muestras (500 pg/mL. 250 pg/mL; 125
pg/mL; " 625 pgmL 'y 32,25 ng/mL). con las absorbancias obtenidas y la

concentracion de cada solucion ensayada, se obtuvo por regresion lineal una ecuacion

que nos permitid obtener el Cls.

Porejemplo, = + : y=50, x=Cls¢= expresado en pg/mL

De esta forma se compara la capacidad antioxidante entre el acido ascorbico y

el extracto de la especie vegetal. Todos los analisis se realizaron por triplicado.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio fitoquimico

El analisis fitoquimico de los extractos obtenidos de la corteza de Tabebuia
serratifolia se realizo cualitativamente mediante pruebas quimicas. Los mismos se
colocaron en contacto con diversos reactivos quimicos v se observaron las reacciones
de coloracion o precipitacion que determinaron la presencia de ciertos metabolitos
secundarios.

A'traves de pruebas quimicas de coloracion y/o precipitacion se comprobo la
presencia de alcaloides, flavonoides, compuestos fenélicos, esteroles Y quinonas en
los extractos de acetona y etanol de la corteza 7. serratifolia: por otra parte, en el
extracto de hexano solo se encontro la presencia de esteroles. Sin embargo, es
necesario resaltar, que el extracto de acetona presenta mayor proporcion de

compuestos fenolicos y quinonas (Tabla 4; Figura 15).
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Tabla 4: Resultados de la caracterizacion fitoquimica de los extractos obtenidos de la

corteza de Tabebuia serratifolia

Metabolitos Ensayo Resultados EH EA EE
Dragendorff Formacion de +
Alcaloides Mayer precipitado ND ND +
Wagner %
Flavonoides Shinoda Aparicion de -t "
coloracion a rojiza -
Hidroxido de No hubo
Cumarinas amonio fluorescencia bajo _ _ _
concentrado la luz UV
Taninos y FeClyal 3 % Coloraciones
Compuestos verdes ND ++ +
Fenolicos
Taninos Gelatina 1 % No se formo ND - -
precipitado
Tripertenos | Liebermann- Cambio a verde
y Esteroles Burchard (hexano, acetona) + + +
Cambio a rojizo
(etanol)
Saponinas Espuma Formacion de
e:puma que ND
esaparece = =
rapidamente
Quinonas Hidroxido de | Formacion de color
; = : Exs -
sodio al 5 % rojo -

EH: Extracto de Hexano. EA: Extracto de Acetona. EE: Extracto de Etanol.

(+): Presencia. (++): Abundante. (-): Ausencia. ND: No determinado
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Figura 15. Caracterizacion fitoquimica de los extracto de la corteza de Tabebuia sp

Alcaloides Flavonoides: Ensayo de Shinoda
a)Dragendorff b) Mayer c)__\&agner

Triterpenos y esteroles: Ensayo de

Liebermann-Burchard

7 == -
Quinonas: Solubilidad en NaOH al 5 %

1: extracto de hexano. 2: extracto de acetona. 3: extracto de etanol

Estos resultados se relacionan con estudios similares realizados en
investigaciones previas donde se reportan que de los extractos de 7ahebuia se han
podido aislar diferentes moléculas, como: naftoquinonas, furanonaftoquinonas.

lapachol, glucosidoiridioides, dialdehidos ciclopentanos, derivados del acido
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benzoico y flavonoides (Kreher, Lotter, Cordell y Wagner, 1988; Ueda y col, 1994;
Koyama, Morita, Tagahara y Hirai, 2000). Como se puede apreciar, en los estudios
fitoquimicos del género 7abebuia, los componentes principales son derivados
fenolicos y quinonas, y en la presente investigacion esos fueron los compuestos
detectados en los extractos analizados.

Por otra parte, llama la atencion que en los extractos de acetona y etanol dio
positivo para alcaloides por lo que se podria presumir un falso positivo debido a la
presencia de sistemas lactonicos en algunos de los compuestos fenolicos obtenidos de
este género (Figura 2) que pueden generar interferencias por la aparicion de
precipitados (Miranda y Cuellar, 2012). Segun la revision realizada se han detectado
alcaloides en tamizajes fitoquimicos realizados en extractos de 7% rosea (Sathiya y
Muthuchelian, 2010), 7. serratifolia (Lobato y col, 2014) y T. hypoleuca (Regalado,
Sanchez y Mancebo, 2015) pero no se ha logrado el aislamiento de los mismos. En tal
sentido, se recomienda realizar una extraccion especifica para compuestos

alcaloidales para poder confirmar la presencia de estas sustancias en dichos extractos.

Actividad Antioxidante

Actividad inhibitoria del DPPH
Se realizo un barrido inicial con los extractos de acetona y etanol de la corteza
de Tabebuia serratifolia a una concentracion de 1000 pg/mL, para determinar si

poseian actividad antioxidante y se compar6 con el acido ascorbico (sustancia
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antioxidante utilizada como referencia a una concentracion de 176,0 pg/mL, Tabla 5,
Grafico 1) obteniendo como resultado que porcentaje de inhibicion frente al radical
DPPH resulto de 94,89 % para el extracto de acetona y 94,83 % para el extracto de
etanol, mientras que para el acido ascorbico fue de 95,83 %, observandose que los
extractos analizados presentan una actividad antioxidante elevada y similar al patron
de comparacion.

Tabla 5. Resultados obtenidos de la actividad antioxidante in vitro por el método de

secuestro del radical 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH).

94,89 + 0,079
94,83 + 0,000
176. 95,83+ 0,000

Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado del Porcentaje de
Inhibicion (% In) + Desviacion Estandar (DE) de los extractos etanolicos ensayados.

Grafico 1: Actividad antioxidante de los extractos de Tabebuia serratifolia y el acido
ascorbico

100,000

30,000
80,000
70,000
60,000 - — S50 | N
30,000 u Extracto Acetona
40,000 u Extracto Etanol
30,000 - . u Patron Acido Ascorbico
20,000
10,000
0,000

Extractos de Tabebuia serratifolia
y Patron de referencia

Porcentaje de Inhibicion (%)
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Concentracion inhibitoria media (ICsg)

Se procedi6 a determinar la concentracion inhibitoria media (Clsg) a ambos

extractos (acetona y etanol) debido a que en el barrido inicial dieron % In > al 50 %.

Para ello, se preparo una curva de calibracion con acido ascorbico (12,5 pg/mL; 25

pg/mL; 50 pg/mL; 75 pg/mL; 100 pg/mL) cuyos resultados analiticos se reflejan en la

Tabla 6 y Grafico 2. Adicionalmente se prepararon una serie de diluciones de los

extractos (100 pg/mL; 50 pg/mL; 25 pg/mL y 12,5 pg/mL) para determinar la Clsg

(Tabla 7).

Tabla 6: Datos para Curva de Calibracion con Acido Ascorbico

Muek/Ad Adcedbth Absorbancias | % Inhibicion Desviacion

) Promedio Promedio Estandar
12,5 0.552 20.678 0473
Kctdo Aschbs 25 0,438 37.098 0,430
a (" g,:;“L; o 50 0.216 69.028 0.187
” 75 0.025 96.362 0.264
100 0,020 97,080 0,078

Patron

DPPH (mM) 0,06 0.696 0.000 0.000
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Grafico 2: Curva de calibracion de Acido Ascorbico
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Tabla 7. Concentracion Inhibitoria Media (Cls) de los extractos de Tabebuia
serratifolia.

33,389 +0,079

25 36,333 + 0,272 80,91 + 1,354
50 41,778 + 0,208

100 54,833 +0,593
12,5 32.889 + 0,079 84,25 + 1,594
25 34,944 + 0,208

50 39,000 + 0,000

100 54,833 + 0,593

Los resultados son el promedio de tres mediciones por separado del Porcentaje de Inhibicion (% In) = Desviacion
Estandar (DE) v Concentracion Inhibitoria Media (Cls) expresada en pg/mL).

Los resultados obtenidos muestran que el extracto de acetona posee una

concentracion inhibitoria media de 80 91 pg/mL y el de etanol de 84,25 pg/mL. Esta
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informacion se correlaciona con el analisis fitoquimico, que indica que el extracto de

acetona posee mayor concentracion de compuestos fenolicos y quinonas, por lo cual
la Clsp es menor que la del extracto de etanol, es decir, que se necesita menor

cantidad del extracto de acetona para inhibir el 50 % de radicales libres presentes en
la solucion estudiada ya que posee mayor concentracion de metabolitos secundarios
que neutralizan o desactivan los radicales DPPH.

Asimismo, estudios anteriores realizados en el género 7abebuia reportan el
aislamiento de fenilpropanoides glicosidados obtenidos de la corteza de Tabebuia
avellanedae que presentan fuerte actividad antioxidante mediante el método de DPPH
con concentraciones inhibitorias medias que varian entre 0,12 a 2,33 uM (Suo y col,
2013). Asimismo, la actividad antioxidante de los extractos acuoso (TA) y metanodlico
(TM) de Tabebuia chrysanta fue evaluada in virro mediante varios métodos,
presentando un porcentaje de inhibicion de radicales hidroxilo de 83 % (TA) y 80 %
(TM), 33 (TA) % y 63 (TM) % de radicales peroxilo y 59 (TA) % y 71 (TM) % de
radicales superoxido (Ospina y col, 2011). De igual modo, el extracto metanolico de
las hojas de 7. pallida es considerado como una fuente importante de antioxidantes,
presentando un % de inhibicion de radicales de DPPH de 91,05 % y una
concentracion inhibitoria media de 9.20 pg/mL (Rahman y col, 2015).

En tal sentido, se presume que la actividad antioxidante de los extractos de
acetona y etanol de 7. serratifolia se debe a la presencia de compuestos fenolicos y
flavonoides que fueron detectados en el tamizaje fitoquimico (Tabla 7), estos

compuestos son activos debido a la combinacion de sus propiedades quelantes de
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hierro y secuestradoras de radicales libres, gracias a su capacidad de donar electrones,
generando radicales fenoxilo estables. La capacidad antioxidante de los compuestos
fenolicos es de interés tecnologico v nutricional, debido a su procedencia de origen
vegetal ya que podria contribuir a la disminucién del uso de antioxidantes sintéticos
que podrian traer consecuencias a futuro; ademas estas sustancias juegan un papel
preventivo en diversas enfermedades cronicas no transmisibles como las
enfermedades cardio-vasculares, cancer entre otras patologias, asi como en el proceso
normal y patologico de envejecimiento (Gonzales, Muiiiz y Valls, 2009). Los
resultados obtenidos proporcionan un aporte a la fitoquimica y actividad biologica de

1. serratifolia.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

El analisis fitoquimico preliminar de la corteza de Tabebuia serratifolia
permitié comprobar la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, esteroles y
quinonas en los extractos de acetona y etanol, siendo el extracto de acetona el que
presenta mayor proporcion de compuestos fenolicos y quinonas. Adicionalmente se
determino la presencia de esteroles en el extracto de hexano.

[La actividad antioxidante del extracto de acetona presenté un % de inhibicion
de radicales DPPH de 94,89 %, mientras que en el extracto de etanol fue de 94.83 %,
ambos evaluados a una concentracion de 1000 pg/mL. La concentracion inhibitoria
media (Clsg) fue de 80,91 pg/mL y 84,25 ug/mL para el extracto de acetona y etanol,

respectivamente.
Estos resultados sugieren que la corteza de 7. serratifolia es una fuente de
metabolitos secundarios con actividad antioxidante, que pudieran ser utilizados para

tratar diversas afecciones producidas por los radicales libres.
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Recomendaciones

Realizar una marcha fitoquimica para el aislamiento de alcaloides y verificar
que realmente estan presentes en los extractos de la corteza de 7. serratifolia.

Efectuar la cuantificacion de compuestos fenolicos, para correlacionar la
proporcion con la actividad antioxidante.

Evaluar ofras actividades biologicas como antibacteriana, antifungica,
citotoxica, entre otras, ya que varias especies del género son activas.

Determinar la toxicidad de los extractos de la corteza de 7. serratifolia para
determinar su inocuidad en un tratamiento a largo plazo.

Concientizar a la comunidad, en la conservacion y uso de la especie 7.
serratifolia, ya que produce sustancias-que podrian considerarse comouna alternativa

medicinal para tratar diversas afecciones.
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