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RESUMEN EJECUTIVO

El presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad analizar e identificar los
compuestos metabolicos presentes en la especie Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott
(antigua Dracontium), para lo cual la especie vegetal se recolectd en el sector Monte
Alegre, de la parroquia rural Puerto Misahualli, perteneciente al cantén Tena ubicado
en la provincia de Napo a una altura de 460.6 m.s.n.m. La identificacion taxondémica
de la muestra se confirmo en el Herbario INABIO de la ciudad de Quito. La muestra
recolectada se secd, minimizd su tamafio y se llevo a extraccion solido-liquido y
maceracion por varios dias con diferentes solventes como: agua, metanol, hexano y
cloroformo. Tras estos procesos, se llevo acabo los analisis quimicos pertinentes, asi
como screening fitoquimico el cual presentd una coloracion y un precipitado para dar
como positivo a cada una de las pruebas respectivamente siguiendo la metodologia
idonea. Por consiguiente, se realizo la cuantificacion en espectrofotometria UV-vis por
medio del Reactivo de Folin-Ciocalteu, danto resultados expresados en 0.1 mg ac.
Galico medido a 755 nm (Compuestos Fenolicos) y 0.25 mg de catequina a 510 nm
(Flavonoides). Finalmente se realizé el analisis en Uplc-QToF para los compuestos

con mayor afinidad antivendmica como polifenoles y flavonoides, de esta manera se
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obtuvo metabolitos secundarios con su respectiva informacion espectral en ionizacion
positiva y negativa, dando asi grupos metabolomicos como: saponinas, alcaloides,

antocianinas, cumarinas, fenoles, flavonoides y terpenoides.

Descriptores: Antivendmica, Cromatografia, Plantas Alexitéricas, Metabolitos
Secundarios, Screening Fitoquimico.
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EXECUTIVE SUMMARY

The purpose of this research work was aimed to analyze and identify the metabolic
compounds present in the species Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (formerly
Dracontium), for which the plant species was collected in the Monte Alegre sector of
the rural parish of Puerto Misahualli, belonging to the canton Tena located in the
province of Napo at an altitude of 460.6 m.a.s.l. The taxonomic identification of the
sample was confirmed in the INABIO Herbarium in the city of Quito. The collected
sample was dried, its size was minimized and it was taken to solid-liquid extraction
and maceration for several days with different solvents such as: water, methanol,
hexane and chloroform. After these processes, the pertinent chemical analyses were
carried out, as well as phytochemical screening, which presented a coloration and a
precipitate to give a positive result for each of the tests, respectively, following the
appropriate methodology. Consequently, quantification was carried out in UV-vis
spectrophotometry by means of the Folin-ciocalteu Reagent, giving results expressed
as 0.1 mg of Gallic acid measured at 755 nm (Phenolic Compounds) and 0.25 mg of
catechin at 510 nm (Flavonoids). Finally, the Uplc-QToF analysis was performed for

the compounds with the highest antivenom affinity such as polyphenols and

XV



flavonoids, thus obtaining secondary metabolites with their respective spectral
information in positive and negative ionization, giving metabolomic groups such as:

saponins, alkaloids, anthocyanins, coumarins, phenols, flavonoids and terpenoids.

Keywords: Antivenomics, Chromatography, Alexoteric Plants, Secondary
Metabolites, Phytochemical Screening.
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CAPITULO 1

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1.Introduccion

Las plantas son una alternativa actual para buscar nuevos agentes terapéuticos. De
hecho, han sido utilizadas desde tiempos remotos con fines curativos, siendo que uno
de los anhelos de los seres humanos ha sido siempre intentar combatir enfermedades
a través de recursos naturales, lo cual llevd al desarrollo del conocimiento ancestral en
forma oral o escrita y de generacion en generacion a lo largo de la historia, hasta
nuestros dias. En el Ecuador, especialmente en la regién amazonica, existe una gran
variedad de serpientes venenosas que afectan a las comunidades de nativos pre-
existentes, siendo ademas estas comunidades las méas desprotegidas. Debido a las
dificultades geogréficas para el traslado de las victimas hacia los centros de salud
aunada al engorroso trabajo de almacenar en los mismos sueros antiofidicos debido a
las condiciones especificas de transporte. Una de las especies con mayor reporte de
accidentes ofidicos es la perteneciente al género Bothrops, esta posee su hébitat en
altitudes menores a los 2.500 m.s.n.m, en las zonas tropicales y subtropicales orientales
con mayor incidencia en las zonas rurales; es decir, habita en bosques himedos bajos

montafiosos, bosques tropicales y lluviosos, lagos y rios.[1]-[3]

En la actualidad, se utilizan sueros antiofidicos como respuesta rapida para los
accidentes ofidicos, los cuales pueden clasificarse en monovalentes o polivalentes de
acuerdo a la eficacia contra una o varias especies en un determinado tiempo. Por esta
razén, se conoce que un suero antiofidico es un producto de tipo biolégico basado en
las vacunas desarrolladas por Louis Pasteur con la gran diferencia que no induce
inmunidad directa, sino a un animal anfitrion para luego ser transfundido al paciente.
Su obtencidn es mediante la inyeccidn de una pequefia cantidad de veneno blanco en
un animal, lo cual generara anticuerpos que atacaran a la molécula activa. Se debe
aplicar inmediatamente para neutralizar y detener un dafio progresivo ocasionado.
Tipicamente se conservan en tipo ampollas liofilizadas o en forma liquida en un medio
refrigerado. Generalmente los accidentes ofidicos provocan inflamacion masiva de la
extremidad afectada, ampollas hemorragicas, necrosis local, mareo, dolor inmediato,

ardor, vémito, sudoracion, entre otras. En este sentido, el uso de las plantas nativas de
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la zona es utilizadas como antiofidico en respuesta a la mordedura de serpiente que
tornara como una alternativa atractiva. En este caso, existen estudios etnobotanicos
que brindan cierta informacion seleccionada por diversos grupos étnicos sobre el

tratamiento antiofidico utilizando el pedinculo de Dracontium y especies similares.

[1]-[4]

Dicho género esta constituido por 23 especies, parte de la familia Araceae
comprendida entre 106 géneros distribuidos en los tropicos humedos. Ubicada en las
zonas de la cordillera de los andes con extension a Mexico, Paraguay y Nicaragua.
Puede llegar a medir 2 metros de altura aproximadamente, posee hojas lobuladas con
un peciolo cubierto de anillos con colores opacos-oscuros de similitud a la especie
serpentaria Bothrops. Conocida en el medio nativo como hierba del jergon, jergén
sacha, hurgonpe, magéro o machiguenga, Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott
(Antigua Dracontium), entre otros.

Entre las Dracontium también contamos con las Urospatha que son clasificadas como
antiguas Dracontium, esta ambigliedad se le atribuye a la misma variabilidad bot&nica
en esta Ultima y a su vez a su gran parecido, sin embargo, algunas pequefias
diferenciaciones la hicieron tomar una nueva identificacion en la botanica moderna,

mismo asi, aun se considera el género Urospatha como sinénimo de Dracontium.

El uso particular de la poblacion nativa es sobar su cuerpo con la planta antes de entrar
a la selva para prevenir la mordedura de serpientes 0 a su vez untar en el area afectada

como ungiento. [5]

Gracias a los conocimientos etnoboténicos, las comunidades nativas latinoamericanas
tipicamente usan familias de plantas como zingiberaceas validados por estudios
previos de su actividad inhibitoria de los efectos del veneno, dentro de esta especie
podemos mencionar Renealmia alpinia (Rotth.) Maas, Renealmia aromatica (Aubl.)
Griseb, Renealmia cernua (Sw. Ex Roem. & Schult) J.F. Macbr y Renealmia
nicolaioides Loes. Lo cual, son utilizadas cominmente las hojas o raices para ser
preparadas en infusiones, machacadas o a su vez el uso del tallo como chupaderas.
Ademas, podemos mencionar que las plantas utilizadas con mayor frecuencia por los
nativos en el Ecuador con un alto porcentaje de efectividad comprenden a las especies

como Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb, Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg y



Eleutherine bulbosa también conocidas como Peperina, Pigue y Yahuar Piri Piri
respectivamente.[4], [5] Sin embargo, la composicion especifica de cada una de estas
sustancias no esta clara y mucho menos de especies psuedo denominadas como
Dracontium. Aunque una serie de estudios han reportado algunos de los compuestos
existentes de cada compuesto, principalmente flavonoides, diterpenos cargados,
cumarinas y taninos, aun es una incognita la composicion quimica de los antes

mencionados. [6], [7]

1.2 Justificacién

En el Ecuador existe gran variedad de plantas naturales que sirven para el consumo en
nuestra dieta alimentaria y también pueden ser usadas como medicina alternativa, lo
cual por esta razon se aprovecha sus propiedades tanto fisicas como quimicas para
producir medicamentos naturales. El rescate de los saberes ancestrales medicinales de
los pueblos amazonicos ecuatorianos da un aporte en beneficio a los pueblos nativos
y la sociedad en general, por lo que se presentan estudios sobre la especie Dracontium
polyphyllum L. y Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (Antigua Dracontium)
principalmente que ayuda al cuidado y prevencion ante una mordedura o picadura de
serpientes tipo Bothrops. Cabe mencionar que en los pueblos amazoénicos del Ecuador
existe un porcentaje elevado de accidentes ofidicos, presentando un mayor problema

al no existir la produccion de sueros teniendo que importar de Costa Rica y Colombia.

En este sentido, el objetivo principal del trabajo es caracterizar los metabolitos
secundarios referentes a los compuestos fendlicos, flavonoides, saponinas, quinonas,
terpenoides, entre otros presentes en la planta Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott a
través de biblioteca y literatura con la finalidad de verificar la existencia de
compuestos que puedan relacionarse con su posible efecto antiveneno, lo cual la
capacitaria para su uso como alternativa complementaria para el tratamiento por
mordedura de serpiente. Con tal proposito, se realiza la determinacion cualitativa de
cada compuesto en particular y cuantitativa de cada grupo de metabolitos presentes en
la especie mediante marcha Fitoquimica, espectrofotometria UV-VIS y cromatografia
liquida de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en tandem con
tiempo de vuelo (UPLC-QTOFMS).



1.3.0bjetivos

1.3.1. General

Caracterizar plantas amazonicas con actividad antiofidica por anlisis quimico.

1.3.2. Especificos

e Seleccionar un método adecuado para la obtencidn de los diferentes extractos
provenientes de plantas Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (Antigua

Dracontium)

e Caracterizar por analisis quimico los compuestos presentes en las plantas

amazonicas seleccionadas.

e Evaluar tedricamente los compuestos identificados a fin de relacionar su

identidad con su posible actividad antiofidica.

e Determinar las especies vegetales con mayor concentracion tentativa de

compuestos con actividad antiofidica.



CAPITULO I

ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

2.1. Envenenamiento antiofidico, problemas y causas del envenenamiento
antiofidico

El envenenamiento por serpientes es un problema de salud mundial y una justificacion
de la morbimortalidad y diversas pérdidas socioeconémicas. El veneno de serpiente es
secretado por las glandulas orales de la serpiente y se inyecta por via subcutanea o
intravenosa a traves de los colmillos. Los venenos son solubles en agua, acidos y tienen
un peso especifico[8]. La cantidad, la letalidad y la composicion de los venenos varian
segun la edad y la especie de la serpiente, la época del afio, la ubicacion geogréfica y
la dieta de la serpiente venenosa. Un veneno de serpiente es una mezcla compleja de
proteinas toxicas como cardiotoxinas, neurotoxinas, metaloproteinasas, nucleotidasas,
fosfolipasas, serina proteinasas, nitrato de acetilcolinesterasa, hialuronidasas,
fosfomonoesterasa y fosfodiesterasa que se inyectan para inmovilizar a la victima [9].
Las toxinas causan hemotoxicidad que se describe como un dafio a los vasos
sanguineos que resulta en paralisis espontanea sistémica y muscular, midlisis,
arritmias, insuficiencia cardiaca y renal [10]. Las manifestaciones clinicas se
caracterizan por dolor, edema, equimosis, eritema y necrosis. En casos severos pueden
aparecer vesiculas o ampollas con contenido seroso y hemorragico, asi como
hematemesis y shock hemorragico. El Unico tratamiento farmacol6gicamente valido
para los casos de ofidismo es la aplicacion de inmunoterapia artificial pasiva, mediante
la transferencia de anticuerpos IgG antiveneno, generalmente heterélogos, de origen
equino. [11] La serpiente Bothrops atrox es conocida como la especie de mayor
relevancia médica, responsable del 88% -92% de los casos de ofidismo, provocando
morbimortalidad y dejando secuelas, como amputaciones o laceraciones en las partes
afectadas. El dafio tisular es causado por varias actividades biolégicas de las enzimas
del veneno, como los efectos proteoliticos (destruccion de proteinas estructurales),

coagulantes, toxicos vasculares y nefrotoxicos [12].

En la actualidad, la inmunoterapia con suero antiofidico es el pilar del tratamiento
informado para el envenenamiento por serpientes. Al mismo tiempo el uso de plantas

para abordar los desafios médicos se ha presenciado desde la antigliedad y esta



recuperando forma en la era moderna debido a su seguridad, efectividad, preferencias
culturales, bajo costo, abundancia y disponibilidad. Por lo tanto, las plantas pueden ser
una alternativa ya que estos pueden atacar efectos secundarios como la hemorragia y

edema que no son contornados con los sueros antiofidicos actualmente usados. [13].

2.1.1. Uso y especies frecuentes de plantas con actividad antiofidica.

Los medicamentos herbarios y naturales abarcan las hierbas, material herbario,
preparaciones herbarias y productos acabados, que contienen como principios activos
partes de plantas u otros materiales vegetales, o combinaciones de esos elementos, su
uso esta bien establecido y ampliamente reconocido como inocuo Yy eficaz. EI 60 %
de los accidentes causados por mordeduras de serpientes son inicialmente tratados por
curanderos tradicionales, los cuales utilizan plantas medicinales en diferentes formas
segun su localizacion y dificultades geograficas de los lugares vulnerables al
accidente.[14], [15]

Ademas, la produccion y distribucidon de sueros o antivenenos es insuficiente y no
existe disponibilidad en el producto en las comunidades y todos los centros de salud
encargados. En uno de los estudios mas recientes, se indica que existen varias especies
con propiedades antiofidicas presentes en la zona amazo6nica con mayor frecuencia,
como Bixaorellana, Ficus nymphaeifolia, Struthanthusobicularis,
Gonzalaguniapanamensis, Brownearosademonte, Tabebuia rosea,
Pleopeltispercussa, Trichomaneselegans, Renealmiaalpinia, Heliconia curtispatha,
Dracontium croatii, Dracontium sagittifolius (Rudge) G.F.W.Meyer, Urospatha
sagittifolia  (Rudge) Schott, Spathiphyllum sagittifolium (Rudge) Schott,
Spathiphyllum amazonicum Spruce ex Engl. y Citrus limén) contra la formacion de

edema, desfibrinacion y efecto anticoagulante del veneno de Bothrops asper.[16]-[18]

2.1.2. Uso de la Medicina ancestral como suero antiofidico.

La medicina tradicional basada en plantas amazonicas se ha utilizado histéricamente
para el tratamiento de las picaduras de serpientes. Gracias a este acervo etnobotanico
muchos metabolitos secundarios aislados de las plantas han sido ensayados
positivamente frente a la accion letal de los venenos, y como resultado de ello un
namero importante de especies vegetales han demostrado ser efectivos antidotos

naturales frente a las serpientes venenosas. Sin embargo, muchos de los remedios



tradicionales de las plantas alexitéricas no han sido ensayados clinicamente, ni se

conocen los principios fitoquimicos implicados.[19]-[22]

Los lazos entre la medicina tradicional y la biodiversidad son reforzados por tres

procesos[23]:

e Un acercamiento médico que implica esfuerzos nacionales para integrar la
medicina tradicional en el sistema institucional de entrega de salud que incluye
retos relacionados a seguridad, calidad, eficacia, acceso y regulacion.

e Un acercamiento orientado al mercado enfocado en el desarrollo de drogas o
la promocion turistica de productos y servicios biomédicos como mercancia
vendible.

e Un acercamiento enfocado en la comunidad local activado por organizaciones
civiles de conservacion que utilizan un proceso de movilizacion de las bases
con la ayuda de profesionales de salud, botanicos, conservacionistas y

activistas locales.

El suministro de las plantas utilizadas proviene principalmente del mercado local, al
proceder el curandero ante una manifestacion de mordedura o picadura de serpiente
realiza el mismo proceso ancestral e implementa especies con actividad antiofidica
conocida por la comunidad, ellos preparan ungiientos, aceites, infusiones o pliegos con

hojas, raices o tallos para su uso directo en la contusion provocada. [1], [24], [25]

2.2. Araceae familia de estudio, Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (Antigua
Dracontium), Dracontium spruceanum (Schott) y Philodendron megalophyllum
(Schott).

2.2.1 Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (Antigua Dracontium) y Dracontium
spruceanum (Schott).

Se encontrd que las especies de plantas Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott
(Antigua Dracontium) y Dracontium polyphyllum L. poseen diferentes compuestos de
hierbas (acidos, alcaloides, esteroides, enzimas, péptidos, pigmentos, glicoproteinas y
glicosidos, fenoles, pterocarpanos, taninos, terpenoides, quinonoides xantenos y otros

compuestos) que son eficaces contra envenenamiento de serpientes neutralizando



diferentes enzimas y toxinas (enzimas procoagulantes, hemorragias, citoliticas o
toxinas necroéticas, fosfolipasas, hidrolasas, fosfatizantes, proteasas, esterasas,
acetilcolina esterasa, transaminasa, hialuronidasa, fosfodiesterasa, nucleotidasas y
nucleosidasas) en venenos [26]. Debido a instalaciones sanitarias inadecuadas,
especialmente en las zonas rurales, la poblacion rural depende en gran medida de un
tratamiento alternativo brindado por curanderos tradicionales que tienen
conocimientos basados en su cultura, practicas étnicas y antidotos a base de hierbas.
El reino vegetal proporciona una inagotable fuente de varios compuestos a base de

hierbas con efectos farmacoldgicos con potencial actividad antiofidica[27].

De tal manera que las especies Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (Antigua
Dracontium) y Dracontium polyphyllum L. pertenecen al género de plantas con flores
de la familia Araceae. Siendo estas originarias de América tropical central y
meridional. Existen en pantanos, sabanas himedas y aguas salobres. Las hojas de este
género miran hacia arriba y tienen forma de flecha [28].La inflorescencia es muy
singular, los cogollos son moteados y alargados, y los extremos son espirales. Las
semillas se distribuyen por el agua y tienen una textura parecida al corcho que les
permite flotar. También pueden brotar rapidamente en el agua [29].

El nombre angiospermo se basa en las palabras griegas esperma (semilla) y angeion
(recipiente o capsula). En el lenguaje cotidiano hablamos de plantas con flores [30].
Se caracterizan por su modo de reproduccion donde los huevos estan contenidos en los
ovarios y, tras una doble fecundacion por el polen masculino, forman frutos y luego
semillas. Las partes estériles de la flor, los pétalos y los sépalos, son extremadamente

diversas y han adquirido muchas formas y colores durante la evoluciéon[31].



Tabla 1. Taxonomia de la especie Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (Antigua

Dracontium).

Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (Antigua Dracontium)
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Alismatales
Familia: Araceae
Subfamilia: Lasioideae
Género: Urospatha
Especie: Urospatha sagittifolia
Sigla sp. ( Rudge ) Schott

Elaborado por: Autor [32]-[35]

Tabla 2. Taxonomia de la especie Dracontium spruceanum (Schott).

Dracontium spruceanum (Schott)
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Alismatales
Familia: Araceae
Subfamilia: Lasioideae
Geénero: Dracontium
Especie: Dracontium spruceanum
Sigla sp. (Schott)

Elaborado por: Autor [7], [36]-[38], [38]

2.2.2 Philodendron megalophyllum (Schott).

Philodendron megalophyllum (Schott) mal conocida como Philodendron speciosum y
a su vez como Filodendro de Chocolate en las comunidades amazdnicas, es una especie
tipo arbusto perenne del género Philodrendon perteneciente a la familia de las araceas
con una altura de 3 metros que crece en un ambiente de pleno sol y media sombra en

climas Subtropicales, tropical de altitud y tropical Himedo en la zona de Sudamérica,



su propagacion es por medio de division de mata y semillas. Posee hojas tipo masivas
de contextura gruesa que desarrollan bordes ondulados y crecen a partir de un tronco
erguido similar a una palma, con raices de apoyo basales.[39]-[42] Algunas tribus
indigenas del Brasil usaban hojas triturada de dicha especie para anestesiar a los peces
y atraparlos flotando en el agua, la savia posee una gran cantidad de toxicidad debido
al género al que pertenece.[39], [43]

En la regidn occidental se utiliza dicha especie con gran amplitud en el tratamiento
causado por envenenamiento de serpientes, su uso tradicional generalmente es
mediante la decoccion o infusion y administracion por via oral poco después que
ocurra la picadura. Estudios indican la eficiencia para bloquear la actividad del veneno
Bothrops sp., la eficiencia del tallo de esta especie ha sido demostrada mediante el
blogqueo hemorrégico coagulante, fosfolipasas y edemas entre otros. Ademas, podemos
destacar que existe la presencia de metabolitos secundarios como cumarinas, acidos
grasos, taninos hidrolizables, flavonoides y gran cantidad de compuestos fendlicos, asi

como su actividad antimicrobiana y antioxidante.[44]-[50]

Tabla 3. Taxonomia de la especie Philodendron megalophyllum (Schott).

Philodendron megalophyllum (Schott)
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Alismatales
Familia: Araceae
Subfamilia: Aroideae
Género: Philodendron Schott
Especie: Philodendron deflexum Poepp. Ex

Schott

Sigla sp. (Schott)

Elaborado por: Autor [41]-[43], [51]-][54]
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2.3. Métodos de Analisis y Caracterizacion Quimica.

Para determinar la composicion quimica de plantas medicinales y conocimiento de sus
componentes existen diferentes técnicas de analisis como el tradicional tamizaje
fitoquimico, cromatografia de gases, cromatografia de capa delgada, cromatografia de
liquidos de alta resolucion, espectrofotometria de masas, infrarrojo, resonancia
magnética nuclear, entre otras. [55]Para el presente trabajo, utilizaremos métodos
cualitativos y cuantitativos, asi como el tamizaje fitoquimico basado en la extraccion
del material vegetal mediante solventes organicos de diferentes polaridades y
aplicando pruebas de coloracion. [56]

El tratamiento de la muestra para el debido andlisis fitoquimico es de extrema
importancia debido a que ayudara a la gran validez de los resultados y la correcta
identificacion botanica del material. Adicionalmente, durante su ejecucion es
importante separar los componentes segun su grado de polaridad lo cual facilita la
identificacion de los mismos por su capacidad para formar uniones de tipo puente
hidrégeno y la solubilidad del soluto en un solvente dado. [57], [58] En este sentido,

los pasos previos mas comunes al tamizaje fitoquimico se presenta a continuacion:

2.3.1 Extraccidn solido liquido.

La extraccion es un paso crucial en la mayoria de los analisis quimicos. Implica retirar
el analito de su matriz de muestra y pasarlo a la fase requerida para la identificacion y
cuantificacion espectroscépica o cromatografica. Cuando la muestra es solida y la fase
requerida para el analisis es liquida, el proceso se denomina extraccion sélido-liquido.
Una forma simple y ampliamente aplicable de extraccion solido-liquido implica
combinar el solido con un disolvente en el que el analito es soluble [59]. El principio
para la extraccion es que los compuestos solubles de una materia solida, que existen
de una matriz inerte y el agente activo, sean extraidos por un solvente. El extracto se
puede incluir en la materia de extraccion en forma sélida o liquida. También puede
incluirse en células como aceite en semillas oleaginosas 0 como dispersién fina sobre
la materia sélida como la cafeina en el café. Otro método es mediante agitacién, en la
cual el analito se divide en la fase liquida, que luego puede separarse del solido
mediante filtracion. La eleccion del disolvente debe basarse en la solubilidad del

analito objetivo y en el equilibrio de costes, seguridad y preocupaciones
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medioambientales[60]. Los factores que pueden influir en la calidad del extracto
formado incluyen la seleccion de las plantas que se utilizan, el procedimiento para
realizar las extracciones y la seleccion de los disolventes utilizados. Las plantas
utilizadas para hacer extracciones pueden ser frescas o secas, pero se debe considerar
que el proceso de secado puede afectar el contenido de los ingredientes activos en su
interior. Las técnicas de secado a menudo se realizan de forma tradicional o mediante
el uso de secadores abiertos. La seleccion de disolventes en la extraccion debe tener
las siguientes propiedades: la baja toxicidad, se evapora facilmente a bajas
temperaturas, aumenta la velocidad de las extracciones, puede ser conservante, no haré
que la extraccion sea compleja o dividida. La eleccion de los disolventes al crear la

extraccion afectara a la sustancia activa que se disolvera[61].

2.3.2 Separacion de fracciones previas a la realizacion de pruebas fitoquimicas.

La separacién de componentes se realiza segun el grado de polaridad de los mismos,
siendo los extractos mas comunes los realizados en agua, metanol, cloroformo y
hexano, esto con el intuito de garantizar la extraccion e identificacion de grupos

funcionales con una gran diversidad quimica estructural.

2.4 Caracterizacion Fisico-quimica.

2.4.1 Tamizaje Fitoquimico.

Esta técnica también se conoce como cribado Fitoquimico. En este método, los
extractos acuosos y organicos se preparan a partir de aquellas muestras de plantas que
son reservorios de metabolitos secundarios, como hojas, tallos, raices o corteza. Luego,
los extractos de plantas se analizan para detectar la presencia de metabolitos
secundarios como alcaloides, terpenos y flavonoides[62], claramente cada ensayo
depende directamente del grupo funcional que se desea detectar en las diversas
muestras problemas. Siendo asi a continuacion, se detallan los ensayos fitoquimicos
mas comunmente realizados en el analisis de plantas con posible actividad

antivendmica.[63], [64]
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2.4.1.1 Compuestos Fendlicos.

El grupo fenol proviene de una gran variedad de productos secundarios que sintetizan
las plantas, estas sustancias son conocidas como compuestos fendlicos,
fenilpropanoides o polifenoles. Son caracterizados por la presencia de un grupo
hidroxilo de reaccion &cida en su anillo aromético, lo cual comprenden desde los mas
sencillos como &cidos fendlicos hasta los mas complejos polimerizados, como los
taninos y la lignina. Este tipo de compuestos se sintetizan a partir del Acido
Shiquimico y Acido Malonico, ademas presentan propiedades antisépticas,
antiinflamatorias, plaguicidas, antialérgicos, antibacterianos y antifingicos. Sus
principales funciones son actuar como metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas, y como agentes protectores frente a la accion de patdgenos

por su capacidad como antioxidante natural [65],[66],[67].

OH

Ho O \\\_\
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OH

Figura 1. Estructura tipica de los compuestos Fendlicos

Para su determinacion, se utiliza la prueba de fenoles totales, en la cual el método més
comun a emplearse es el de Folin-Ciocalteu, en este los polifenoles de las extracciones
de plantas reaccionarén con el reactivo propiamente dicho, y forman un complejo azul
que puede medirse cuantitativamente mediante espectrofotometria UV-vis [68]. Las
reacciones gque ocurren son precisas y especificas para algunos compuestos fendlicos.
La concentracion total de fenoles se calcula en base a la curva de calibracion obtenida
usando varias concentraciones de acido galico y se puede ver a partir del nimero de

mg en equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de muestra seca[69].
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2.4.2.2 Cumarinas.

Las cumarinas son una familia de benzopironas (1,2-benzopironas o 2H-1-benzopiran-
2-onas) ampliamente distribuidas en la naturaleza. Representan una familia importante
de heterociclos que contienen oxigeno sintético y / o de origen natural, que llevan una
estructura tipica de benzopirona. Ademas, son una clase de lactonas construidas
estructuralmente por un anillo de benceno fusionado con uno de a-pirona, y
esencialmente poseen un sistema conjugado con electrones ricos y buenas propiedades
de transporte de carga[70]. La simplicidad y versatilidad del andamio lo convierten en
un punto de partida interesante para una amplia gama de aplicaciones[71]. Perfumes y
cosméticos que usualmente estdn compuestos por cumarinas, sin embargo, su papel

mas relevante se describe en productos naturales, quimica organica y quimica médica.

O
OH

=

0" "0

Figura 2. Estructura quimica de Cumarina

La extraccion, sintesis y evaluacion se han convertido en un tema extremadamente
atractivo y de rapido desarrollo ya que se estan estudiando activamente muchos
compuestos cumarinicos como candidatos medicinales para farmacos con fuerte
actividad antivendmica, farmacoldgica, baja toxicidad, efectos secundarios, menor
resistencia a los farmacos, alta biodisponibilidad, amplio espectro, mejores efectos
curativos, entre otros.[72] Se han realizado varios esfuerzos principalmente en el
desarrollo de anticoagulantes, antioxidantes, antimicrobianos (antivirales,
antiflngicos y antiparasitarios), anticancerigenos, antidiabéticos, analgésicos, agentes

anti-neurodegenerativos y antiinflamatorios [73],[74].

Generalmente se encuentran en estado libre en las plantas, ya que son estructuras
polares y muchas de ellas pueden sublimarse. También pueden encontrarse en forma
de glucdsidos, incluidas las estructuras relacionadas con el nicleo de psoraleno [74].

Se caracterizan por la absorcién de la luz ultravioleta, lo que da como resultado una
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fluorescencia azul muy caracteristica; también son muy fotosensibles, ya que pueden
verse alterados por la luz natural [71]. Existen varios métodos para la extraccion,
generalmente se puede realizar sobre material seco o fresco, con disolventes de
diferentes polaridades, segun el tipo de estructura. Algunas son escasamente solubles

en disolventes apolares[75].

La purificacion y separacion de las cumarinas contenidas en varios extractos podria
realizarse utilizando columnas cromatograficas, utilizando como vehiculo 6xido de
aluminio y como disolvente la serie eluotrdpica: benceno-hexano (1: 2,5); benceno;
cloroformo; cloroformo-acetona, en proporciones de un gradiente lineal a acetona
pura. Para el reconocimiento de las estructuras descritas se describieron algunos
ensayos, como aquellos que reconocen las sustituciones fenolicas donde se usa el

reactivo de Emerson, revelando color[73].

Se puede observar la presencia de grupos lactona que conducen a cambios de pH en el
medio cuando se disuelven en etanol, las soluciones cambian de color cuando se
acidifican (el color amarillo desaparece). El anillo de furano se puede reconocer
mediante la prueba de Erlich. El extracto se trata con una solucion de p-
dimetilaminobenzaldehido (etanol al 5%) y luego se acidifica burbujeando acido
clorhidrico gaseoso. El color naranja indica una prueba positiva[75]. También se
utiliza la prueba de fluorescencia en la cual la boca de los tubos de ensayo conteniendo
las soluciones de cada uno de los extractos se cubren con papel filtro previamente
tratado con una solucion 1 N de Hidroxido de Sodio,[76] ademas se coloca los tubos
de ensayo durante unos minutos en agua hirviendo y posterior se retirara el papel filtro
y examinara bajo la luz ultravioleta en la cual la aparicion de fluorescencia indicara la

presencia de cumarinas.[77]

Otros métodos de extraccion utilizados son: microondas, sonicacion y extraccién con
fluido supercritico, estas pruebas también proponen la electroforesis capilar para el
aislamiento de productos naturales. Por tanto, en el aislamiento y analisis se han
utilizado diversos métodos: cromatografia (cromatografia en papel, cromatografia en
capa fina, cromatografia de gases y cromatografia liquida de alta resolucion),

titrimétrica y espectrofotométrica (colorimétrica y polarografica)[73].
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2.4.2.3 Saponinas.

Las saponinas son glucosidos de almidon con complejos componentes de azucar
unidos a 3 grupos hidroxilo. Es un compuesto amorfo blanco o marron claro que se
presenta como polvo con un sabor dulce, que luego tiene un sabor amargo e incluso
sabor a quemado &cido. Son llamadas asi porque, al igual que el jabon, tienen
propiedades espumosas que cuando se mezclan con agua, derivan su nombre de la
palabra latina "sapo"”, que significa jabon[78].,[79]. Por ende, son esteroide y todas
causan el sabor amargo caracteristico en la materia vegetal. Son consideradas parte del
mecanismo de defensa de la planta, sin embargo, la funcion en la célula vegetal no se
ha estudiado exhaustivamente y comprendido. Su papel fue identificado como un
compuesto inmerso en la permeabilidad de la membrana, que da como resultado una

fuga de células y un efecto citotdxico y antibacteriano[80].

Figura 3. Estructura quimica de la saponina

Las saponinas son glucésidos anfifilicos compuestos de agliconas hidr6fobas unidas a
un namero variable de cadenas de azucar hidrofilas. Tienen una conexion con una serie
de compuestos que da lugar a sus amplias clasificaciones[78]. La clasificacion puede
ser dificil de determinar debido a la amplia gama de polaridades causadas por el tipo
de aglicona y el numero de cadenas de sacaridos, sin embargo, este la complejidad se

simplifica caracterizandolos en funcion del numero de cadenas de azucar[81].

Los compuestos que se encuentran en la materia vegetal tienen efectos significativos
sobre el uso de las plantas. Los terpenoides conllevan muchas similitudes con las

saponinas, ya que comparten un precursor biolégico y se pueden convertir en ellas por
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glicosilacion, es decir, glicosidos de triterpeno. El aislamiento y caracterizacion de
compuestos bioactivos puede ser logrado mediante diferentes métodos y su extraccion
de las plantas se considera como uno de los enfoques mas sostenibles. Los métodos
convencionales utilizados para la extraccion incluyen infusion, digestion, maceracion,
reflujo y extracciones Soxhlet[82]. Sin embargo, estos métodos tienen varias
desventajas, por ejemplo, la maceracion requiere largos periodos de tiempo de
extraccion lo que requiere una agitacion continua de la solucion, asi como grandes

cantidades de disolvente.

Los métodos modernos incluyen sistemas de extraccién por solvente mejorados y
acelerados, también conocidos como extraccion de liquido presurizado, implica el uso
de alta presion y temperatura por lo que las temperaturas elevadas aumentan la difusién
de un minimo de disolvente[83]. La ventaja de utilizar esta técnica es la eficiencia de
la velocidad en la extraccion del componente. Esta extraccion, por lo tanto, se utiliza
ampliamente en la investigacion farmacéutica y alimentaria. Otro método mas rapido
y ambientalmente amigable son los que incluyen la extraccion asistida por ultrasonido
y extraccién asistida por microondas. La espectrofotometria se puede utilizar para
cuantificar este grupo. Los métodos espectrofotométricos cominmente usan el ensayo
de vainillina-acido sulfarico para determinar el total contenido de saponina[78]. La
vainillina reacciona con sapogeninas y acidos biliares de esteroles que tienen un OH
grupo en la posicién C-3, en un medio &cido. Esto da cromdgenos que son
independientes de la naturaleza de las fracciones de azlcar. Estos cromdgenos pueden
analizarse usando una absorbancia de 455 a 460, 460 a 480 0 544 nm, estos valores de

absorbancia son dependientes de la naturaleza de las saponinas[82].

Se pueden reconocer facilmente por analisis fitoquimicos preliminares como es
mediante los ensayos de la espuma, Liebermann — Burchard y ensayos por
carbohidratos[84]. Para realizar la prueba de espuma es importante mantener una
agitacion constante a una solucion acuosa de la muestra, se formara una espuma estable
como la obtenida al agitar una solucion acuosa con jabon lo cual dara como positivo a
la presencia de saponinas esteroides[85]. De tal forma que para comprobar el ensayo
anterior podemos utilizar la propuesta de Liebermann — Burchard en la cual a la
porcion esteroide que posee las saponinas dara positivo al tener grupos dienos
conjugados reales o potenciales. Para realizar dicho ensayo se debe afadir acido

acético y anhidrido acético contenido acido sulfdrico en una proporcion 50:1, si
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presenta una coloracién rosada purpura existe la aparicion de saponinas tritepenoidales

y si el color es azul verdoso existirian saponinas esteroidales. [86]

También podemos identificarlas mediante el reactivo de Salkowski, en la cual se
utilizard &cido sulfurico concentrado y anhidrido acético para obtener coloraciones que
van del amarillo al rojo azulado o a la purpura obteniendo las saponinas indicadas

respectivamente. [87], [88]

2.4.2.4. Flavonoides.

Una amplia variedad de metabolitos secundarios, como los flavonoides y las flavonas,
son conocidos por sus propiedades antioxidantes y depuradoras anti radicales. La
mayoria de los compuestos fendlicos y flavonoides incluyen polifenoles como
tocoferoles, flavonoides, derivados del &cido cindmico y otros &cidos organicos[89].
Recientemente, estos polifenoles estan ganando interés como antioxidantes con
potencial para reducir la lesién tisular inducida por radicales libres. Los fenolicos y
flavonoides son los compuestos fendlicos activos aislados de plantas superiores. Estos
polifenoles muestran una amplia gama de actividades biolégicas como propiedades
antivenomicas, antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas y antimicrobianas,
etc.[90].

HO O

OH O
OH

Figura 4. Estructura quimica flavonoide.

Al hablar de flavonoides se debe entender que son moléculas polifendlicas con
propiedades que incluyen captacion de radicales libres, inhibicion de enzimas
hidroliticas y oxidativas, accion antiinflamatoria, reduccién de lipidos y glucosa en
sangre y mejora de la inmunidad humana. Los metabolitos antiinflamatorios de las
plantas son actualmente el foco de una intensa investigacion en el desarrollo de nuevas
estrategias preventivas y terapéuticas. Por consiguiente, los métodos para extraer estos
compuestos del material de origen son un foco principal de investigacion. Los métodos

actuales de aislamiento y purificacion quimica utilizados incluyen procesos de
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extraccion por solvente que utilizan la polaridad del solvente como una técnica de
separacion principal. Estos métodos incluyen frecuentemente el uso de acetato de etilo,

fenol / cloroformo, acuoso y otros enfoques[91].

Para determinar su presencia se puede utilizar reacciones como la de Shinoda, FeCls y
NaOH. [92], [93]Para la cual se utilizaré limadura de magnesio y HCI concentrado, si
se observa un burbujeo intenso por la reaccion y la soluciéon adquiere una débil
coloracion naranja al principio indicard la presencia de flavonoides.[94], [95] Para
comprobar con las reacciones de FeCls y NaOH se afiadira directamente gotas de la
solucion al 4% y 2 % respectivamente la cual puede desarrollar coloraciones
como[96]: verde indico, verde negruzco o amarillo intenso que indicara la presencia
de flavonoides y negro azulado la presencia de compuestos fendlicos

comparativamente. [97], [98]

2.4.2.5 Alcaloides.

Los alcaloides son un gran grupo de compuestos organicos naturales que contienen
atomos de nitrégeno o grupos amino en sus estructuras. Estos &tomos de nitrégeno
provocan la alcalinidad de estos compuestos y suelen estar situados en algun sistema
de anillo (ciclico). Generalmente se pueden dividir en clases como indoles, quinolinas,
isoquinolinas, pirrolidinas, piridinas, pirrolizidinas, tropanos y terpenoides y
esteroides[99]. Otro sistema de clasificacion estd relacionado con la familia de
especies de plantas en las que se encuentran. Estos dos sistemas de clasificacion
diferentes causan confusién entre su distribucién bioldgica y los tipos quimicos de
alcaloides, porque no existe una correlacion inconfundible[100].

O CHs

Figura 5. Estructura quimica alcaloide.
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Su nombre proviene originalmente de “alcalis"”, pueden reaccionar con acidos y luego
formar sales, al igual que los alcalis inorganicos. Estos atomos de nitrdgeno pueden
comportarse como una base en reacciones acido-base. En forma pura suelen ser solidos
cristalinos incoloros e inodoros, pero a veces pueden ser liquidos amarillentos. Muy a
menudo, tienen un sabor amargo y ahora se conocen mas de 3000 en mas de 4000

especies de plantas con su contenido [101].

Estos compuestos son producidos generalmente por muchas especies florales y
algunos animales. Las plantas producen y almacenan muchos compuestos organicos
como aminodcidos, proteinas, carbohidratos, grasas y alcaloides, que generalmente se
tratan como metabolitos secundarios. Se almacenan en cada parte de la planta (hojas,
tallo, raiz y frutos de las plantas) pero en diferentes cantidades. Se pensaba que son un
producto de desecho de las plantas, pero ahora la evidencia sugiere que desempefian
una actividad y funcion bioldgica debido a su accion estimulante, defensa natural

contra hongos y animales [99].

Tienen diversos efectos fisiologicos: actividad antibacteriana, antimitotica,
antiinflamatoria, analgésica, anticancerigena, anestésica local, hipnotica, psicotropica,
antitumoral, antimicrobianas, antifingicas y muchas otras[100]. Hoy en dia, los
alcaloides de origen vegetal y animal siguen siendo de gran interés para los quimicos
organicos, bidlogos, bioguimicos, farmacélogos y farmacéuticos. Los compuestos
bien conocidos incluyen morfina, estricnina, quinina, atropina, cafeina, efedrina y
nicotina[99],[100]. Son utiles como ingredientes dietéticos, suplementos y productos
farmacéuticos, en medicina y en otras aplicaciones en la vida humana. También son
compuestos importantes en la sintesis organica para la blsqueda de nuevos
compuestos semisintéticos y sintéticos con posiblemente una mejor actividad

bioldgica que los compuestos originales[101].

Algunos tienen propiedades alexitéricas como el &cido aristoloquico, el
schumaniofésido y la atropina lo cual tienen actividad antiinflamatoria e inhibe la
actividad litica del veneno y reduce los edemas causados por las fosfolipasas.[102] Por
esta razon, este grupo al ser de caracter alcalino pueden formar sales con acidos
diluidos lo cual seran solubles en medio acuoso acido, pero al reaccionar con sales de
metales pesados tienden a insolubilizarse formando precipitados[77], [103]. De este

modo, los ensayos quimicos méas usados para el reconocimiento incluyen varios
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ensayos de precipitacion con reactivos como: Dragendorff, Mayer, Valser, Reineckato
de amonio y Wagner [104]. Ya que a través de estos ensayos podemos identificar
compuestos con interés terapéutico como relajante muscular y tranquilizante lo cual

actuara como depresores 0 excitadores frente a una picadura de serpiente.[105]

2.4.2.6 Terpenoides.

Los terpenoides son el grupo mas grande de metabolitos secundarios especializados
en plantas, son compuestos organicos aromaticos y volatiles que estan constituidos por
subgrupos de acuerdo con el nimero de unidades de cinco carbonos en sus esqueletos;
es decir, hemi- (Cs), mono- (C1o) sesqui- (Cis), di- (Czo), sester- (Czs), tri- (Cso) Y tetra-
(Cao: carotenoides) terpenoides[106]. Sus estructuras béasicas de la columna vertebral
son sintetizadas por la enzima terpeno sintasa, después de lo cual se modifican adn
mas mediante [107]. [108] por ejemplo, hidroxilacidn, deshidrogenacidn, acilacion o
glicosilacién, lo que da como resultado una variedad de compuestos quimicamente
diversos [109].

HiC CHj CHs CHs

KHKKOH

CHs

Figura 6. Estructura quimica terpeno.

Las unidades de isopreno también se utilizan como residuos de prenilo para la
modificacion de grupos metabdlicos como los polifenoles. Estas reacciones de
prenilacion aumentan la diversidad quimica de los compuestos fendlicos, y estos
compuestos prenilados tienen diversas actividades bioldgicas. Sin embargo, estos
compuestos no se clasifican como terpenoides tipicos debido a sus estructuras
quimicas equivocas, a pesar de ser productos finales del metabolismo

isoprenoide[110].

Las funciones principales en las plantas son: la proteccion a elevadas temperaturas y

frente a los insectos o depredadores herbivoros [111]. De este modo para la
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determinacion de terpenos dentro del tamizaje fitoquimico se utiliza la reaccion de
Salkowski donde el color rojo se debe a la formacién de &cido bi-sulfonico de bi-
colestadieno. En esta reaccion, el acido sulfarico concentrado elimina dos moléculas
de agua de dos moléculas de colesterol y se forma bicolestadieno. El acido sulfarico
se sulfoniza debido a la formacion de &cido bisulfénico de bi-colestadieno de color
rojo se produce, si hay colesterol presente y esto se extrapola a la presencia de

terpenos[112].

2.4.2.7 Taninos.

Los taninos son compuestos fenolicos de alto peso molecular que se encuentran
comunmente en plantas con pesos moleculares que van desde 500 a mas de 3000 Da
y hasta 20.000 Da. La estructura quimica es muy diversa y variada. Se han detectado
mas de 8000 taninos diferentes[113]. Se han encontrado en formas libres y unidas en
células vegetales. Se clasifican en hidrolizables y condensados, también se pueden
dividir en cuatro grupos principales: galotaninos, elagitaninos, proantocianidinas
(taninos condensados) y taninos complejos. En las plantas marinas se han descrito
como "florotaninos", incluidos los oligbmeros o polimeros de floroglucinol. El
contenido puede variar de 0,2 a 25% en peso, dependiendo de la especie de planta, el

tiempo de cosecha, el hébitat de las plantas y el método de extraccion[114].

O~ OH

HO OH
OH

Figura 7. Estructura quimica tanino.

Se han demostrado diversas bioactividades como antioxidantes, antimicrobianos,
antiparasitarios, antibacterianos, antifingicos, antitumorales, antiinflamatorios,
antivirales entre otros.[115] EI nimero de radicales hidroxilo y anillos aromaticos es
un parametro importante para determinar la bioactividad de los mismos. Los grupos

orto-dihidroxilo de tanino son una caracteristica importante de los iones metalicos
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quelatos[116]. El alto grado de polimerizacion y el peso molecular juegan un papel

importante en la actividad antioxidante[117].

La maceracion es una de las técnicas utilizadas para la extraccion en plantas
medicinales, es la técnica de extraccién mas simple donde se coloca la muestra en
polvo en un recipiente cerrado y se empapa con la cantidad correspondiente de
solvente durante un periodo de tiempo especifico hasta que los metabolitos se
disuelven en la solucion. El rendimiento de la extraccion de taninos depende de
muchos factores, por ejemplo, el tipo de solvente (indice de polaridad del solvente de
Snyder, pKa, pKb), especies de plantas, temperatura y tiempo durante el proceso de

extraccion y presion en el recipiente[113].

Es posible comprobar la presencia de taninos mediante la reaccion de FeCls la cual
genera una coloracion verde para gelotaninos y café para pseudotaninos.[118]
También podemos destacar que al presentar una coloracién azul seran taninos
hidrolizables, y una coloracion verde son no hidrolizables.[119] Otra forma de
comprobar la presencia es utilizando la prueba de Stiasny, Gelatina salada o HCI
concentrado en la cual presentaran un precipitado blanco en forma de fléculos o copos
de color rojizo.[120], [121]

2.4.2.8 Antocianinas.

Forman parte de los compuestos fendlicos que pertenecen a la familia de los
flavonoides, son pigmentos naturales que en su mayoria son derivados hidroxi de sales
de flavilio o glucosidos de metoxi. Varian en formas basadas en la unién de acidos y
grupos hidroxilo a los restos de azucar dentro de su estructura. Las antocianinas que
se encuentran en las plantas incluyen: cianidina, delfinidina, pelargonidina, malvidina,
peonidina y petunidina.[122] Tienen una estructura iénica y, por tanto, se comportan
como indicadores acido-base revelando coloraciones rojas, violetas y moradas a pH
acido; mientras que a pH alcalino presentan coloraciones azules y verdes [123]. Los
valores de pH maés bajos proporcionan una mayor estabilidad a las antocianinas. Los
cationes de flavilio aumentan la solubilidad de los pigmentos coloreados en agua a pH
bajo[124].

23



OH
+ |
HD . ,-;_,Jn\"‘-\-.. __-'0.,“:.\ - .""\\-\‘-?‘;-__.-"" R
OR,
OR,

Figura 8. Estructura quimica antocianina

Varios factores, como el pH, los iones metélicos, la formacion de complejos, la luz, la
temperatura, las enzimas, los azUcares, el oxigeno y el acido ascorbico, influyen en la
estabilidad de las antocianinas[122]. Este grupo posee diferentes funciones en la panta
como la atraccién de polinizadores, la proteccidon contra los efectos de la radiacion
ultravioleta y contra la contaminacion viral y microbiana, desempefiando asi un papel
muy importante al reducir enfermedades coronarias, cancerigenas, antitumorales,
antidiabéticos, efectos antiinflamatorios y comportamientos cognitivos [125]. Los
efectos terapéuticos de las antocianinas estdn relacionados con su actividad
antioxidante y son efectivas en atrapar especies reactivas del oxigeno, ademas de

inhibir la oxidacion de lipoproteinas y la agregacion de plaquetas [124].

Es posible utilizar varias estrategias para la caracterizacion de muestras fendlicas en
materiales vegetales. En cualquier caso, las técnicas de extraccion y los métodos de
aislamiento semi preparativo se suelen aplicar antes de las etapas de separacion y
cuantificacion[126]. Después de las primeras operaciones de secado y de
pulverizacion, se sigue un paso previo de extraccion asi como un paso preliminar de
purificacion consecuente; el fraccionamiento de la mezcla para aislar los pigmentos
puros y la caracterizacion final e identificacion de los compuestos puros de
antocianinas[122][124].

Al igual que los flavonoides, en general, las antocianinas poseen anillos aromaticos
que contienen grupos sustituyentes polares y residuos de glucosilo, que en conjunto
constituyen una molécula polar. Son de naturaleza mas polar, mientras que las

agliconas se extraen con alcoholes o con mezclas de alcohol y agua.[127]b Los
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disolventes acidificados en frio (disolventes organicos polares, agua) en condiciones
suaves son utilizados para la extraccion de este grupo de metabolito secundario [128].
El disolvente organico que se utiliza habitualmente es el metanol. Sin embargo, se
pueden utilizar disolventes como acetona, etanol o acetonitrilo[129]. Este sistema de
disolventes desnaturaliza las membranas celulares disolviendo y estabilizando también
las antocianinas [130][125].

Para identificarlas es posible usar gotas de amoniaco directamente en el extracto, lo
cual si la prueba es positiva comenzara a aparecer una decoloracion répida de violeta
a amarrillo indicando la presencia de compuestos antocianinicos[131]. También
podemos obtener mediante la prueba para flavonoides ya que las antocianinas forman
parte de ellos.[132]

2.4.2.9 Quinonas.

Las quinonas son metabolitos secundarios aislados principalmente de plantas y tienen
un sistema aromatico (saturado hexaciclico) de di-ona o dicetona. Generalmente se
derivan de la oxidacion de hidroquinonas. Son naturales y se distribuyen ampliamente

e incluyen benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas y poliquinonas[133].

e Benzoquinonas: estos son grupos de compuestos que contienen dos grupos
carbonilo en un sistema de anillo aromatico hexaciclico saturado (anillo de
benceno), generalmente en posiciones orto o para (monociclico)[134].

e Naftoquinonas: se encuentran en cierta medida en los hongos y son
extremadamente comunes en las plantas superiores; contienen el nucleo de
naftaleno con dos grupos carbonilo en un nucleo, generalmente en la posicion
orto o para (biciclica)[135].

e Antraquinonas: son metabolitos fingicos comunes y también se encuentran en
plantas superiores. Son compuestos que contienen el nicleo de antraceno con
dos grupos carbonilo, generalmente en el anillo B en posiciones para
(triciclico)[136].

e Poliquinonas: son dimeros de los diferentes tipos de quinonas. Algunas
poliquinonas son de origen mixto. El acoplamiento oxidativo intermolecular o
intramolecular puede ocurrir con la formacién de enlaces carbono-carbono o

carbono-oxigeno[135].
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Figura 9. Estructura quimica quinona.

Las quinonas son una importante familia de productos naturales, estan distribuidas
ampliamente en plantas y en menor proporcion en microorganismos, equinodermos e
insectos. Tienen una variedad de efectos bioldgicos, como actividades antivirales,
anticancerigenas, antitumorales, fungicidas, agentes antimalaricos y antimicrobianas,
entre otros [137][138].

Los compuestos quinoideos son una clase de intermediarios toxicologicos que pueden
crear una variedad de efectos peligrosos en los organismos. Dado que son prolificos
cicladores redox, se utilizan principalmente para la deteccidn, identificacion y analisis
de procesos o condiciones quimicas, biolégicas o patolégicas, y a menudo en la

produccidn de hidroguinonas, tintes y fungicidas [139].

Pueden ser identificadas por medio del comportamiento acido — base agregando zinc
en polvo y HCI concentrado al extracto crudo con NaOH al 40% dando asi una
coloracion naranja lo que indicara la presencia de las mismas. También podemos
identificar con NaOH al 5% y etanol dando un cambio de coloracién brusco el cual
determinara como positivo para compuestos quinénicos. Por ultimo, la reaccion de
Borntrager permitird observar una coloracion rosa a roja al utilizar KOH al 5% y

acidular con HCI al 20% para la presencia de antraquinonas.
2.5 Técnicas analiticas usadas en el analisis de metabolitos secundarios.
A continuacion, detallaremos las técnicas analiticas utilizadas para cuantificar los

metabolitos secundarios mas distribuidos en el reino vegetal y con mayor actividad

antiofidica, siendo estos los Compuestos Fenolicos y Flavonoides [140].

2.5.1 Espectroscopia UV - Visible para Compuestos Fendlicos y Flavonoides.
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El uso de luz ultravioleta y visible para la cuantificacion de compuestos quimicos es
una técnica ampliamente utilizada. Debido a sus propiedades bioquimicas y
moleculares, los compuestos fendlicos son muy propicios para ser cuantificados por
este método. La capacidad del anillo fendlico de absorber la luz ultravioleta es
aprovechada para cuantificar estos compuestos. Ademas de esto, el espectro UV-vis
también puede proporcionar informacion valiosa debido a la naturaleza coloreada de
algunos de los compuestos (por ejemplo, Fenoles verdes o flavonoles amarillos). El
espectro UV-visible se atribuye asi a las transiciones electrénicas que ocurren dentro
de los grupos hidroxilo de las moléculas fenolicas, con diferentes transiciones
correspondientes a las diferentes subclases. Se han aprovechado varias aplicaciones
para cuantificar compuestos fendélicos. Entre estos, el uso de la espectrofotometria UV-
visible se destaca como el método mas utilizado para estimar el contenido fenolico
[141].

Entre las decenas de miles de metabolitos secundarios conocidos hasta la actualidad,
se encuentran las sustancias que no absorben la luz ultravioleta en el rango de trabajo
normal de 195 nm a 380nm ni en la regién visible como los terpenoides, esteroides,
acidos grasos entre otros. [142]Las otras sustancias incluyen grupos que absorben luz
en la region ultravioleta de trabajo como son los compuestos con anillos aromaticos,

grupos dienos y enona conjugados, compuestos fendlicos y flavonoides[143]-[144].

Para realizar la cuantificacion en Compuestos Fendlicos se utilizé el reactivo de Folin-
Ciocalteu con una solucién de NaOH 0.35 M, ademas para dicha determinacion se
realiza una curva de calibracion con acido galico y se mide a una longitud de onda de
755 nm. [145], [146]. Por su parte, para determinar la cantidad de flavonoides a 510nm
se tendra en cuenta a utilizar NaNO- al 5%, AICIz al 10% y NaOH 1M, realizando una

curva de calibracion con catequina (0.1 mg/ ml).[121]

2.5.2 UPLC — QTOF-MS en el andlisis de Metabolitos Secundarios de plantas con
posible actividad antivenémica.

Cromatografia liquida de ultra eficiencia acoplada a espectrometria de masas en
tandem (UPLC-MS/MS) es una técnica de analisis instrumental que permite la
separacion, identificacion y cuantificacion de una gran diversidad de analitos en
matrices complejas a nivel de trazas utilizada para muchas aplicaciones que ofrece

varias ventajas como un gran poder de resolucién, menor tiempo del ciclo de proceso,
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mayor sensibilidad, selectividad y menor tiempo de ejecucién y menor consumo de
disolvente en comparacion con cromatografia liquida de alta eficiencia [147]-[148].
Ademas, su sistema de deteccion a través del espectrometro de masas con tiempo de
vuelo aumenta considerablemente la sensibilidad de las identificaciones quimicas,
permitiendo trabajar con fragmentos de relacion masa/carga en el orden de cuatro
cifras decimales, lo cual incrementa a grandes rasgos la exactitud de la identificacion
quimica. De esta manera el TOF-MS es reconocida por ser extremamente Util en la
elucidacion de la estructura y la identificacion de patrones de fragmentacion de los

compuestos.[149]

Adicionalmente es altamente usada para analisis de tipo tanto cualitativos como
cuantitativos. Estos incluyen identificar compuestos desconocidos, determinar la
composicion isotdpica de elementos en una molécula y determinar la estructura de un
compuesto observando su fragmentacion. Otros usos incluyen cuantificar

componentes en una muestra [150].

A nivel instrumental, es digno mencionar que UPLC logra las ventajas descritas
usando una columna de menor tamafio empaquetada con particulas mas pequefias
(generalmente inferiores a 2 um de didmetro) [151]. Debido a que usa particulas mas
pequefias dentro de la columna, requiriendo una fuerza mayor para impulsar el
solvente y la muestra a través de la columna, lo cual generaran contrapresiones mas
altas, por lo que requerird una bomba de mayor capacidad. Por lo tanto, UPLC requiere
bombas que puedan funcionar a presiones mas altas (6000 psi) que las que se usan en
HPLC, siendo este dispositivo el responsable por el paso correcto de la fase maévil a

través de la columna [147].

Por otra parte, detectores como el TOF de una sola etapa miden la masa exacta de
todos los iones que entran en el tubo de vuelo. Los compuestos se identifican por una
combinacidon de su masa, el patron isotopico medido y el tiempo de retencion
cromatografico. Ademas, la adicion de un cuadrupolo y una célula de colisién a un
TOF forma un QTOF, es capaz de aislar y fragmentar iones especificos, asi como
medir la masa exacta con una mayor exactitud que sus analogos triples cuadrupolos.
La fragmentacion molecular es ampliamente reproducible, por lo que el patron de
iones producto que se produce en la célula de colision puede como caracteristica

adicional la identificacion del ion precursor y asi llevar a una mejorada elucidacién
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estructural. Los sistemas de cromatografia liquida acoplados a los espectrometros de
masas QTOF se utilizan ampliamente en el campo de farmacos y analisis de productos
naturales [152], [153].

Este tipo de andlisis, ha permitido un crecimiento notable en los procesos de analisis
y control de calidad utilizados en los laboratorios de productos naturales en el estudio
de metabolitos [77]. Asi mismo, han sido de amplia utilidad en el descubrimiento de
biomarcadores, ya que cumple con los estrictos requisitos analiticos y proporciona
sensibilidad, precision de masa, rango dindmico y alta resolucion; lo que permite la
cuantificacion y deteccion de analitos en cantidades, en algunos casos inferiores al
picogramo.[148], [154]

Esta técnica proporciona informacion sobre iones positivos y negativos formados en
el proceso de ionizacidn, lo que esta ligado a la estructura quimica de la molécula 'y la
naturaleza de los enlaces. El desarrollo de la técnica combinado con el uso de software
y bases de datos permite realizar analisis de plantas con potencial antivenomica [155].
Lo cual ha sido usada con éxito, logrando identificar moléculas pertenecientes a
compuestos como aceites esenciales, &cidos grasos, compuestos fendlicos,
flavonoides, alcaloides, quinonas, antocianinas, saponinas y cumarinas.[156] Entre
ellos se encuentran compuestos como la quercetina, gentiatibetine, apiosyskimmin,
rhamnetin, yuankanin y kaempferon entre los principales, que estan presentes en

plantas alexitéricas.[157]

Ademas, se puede identificar algunos fragmentos en lo cual se utiliza espectrometria
de masas en tandem o MS/MS, en la que después de la ionizacion por ESI los iones de
cargas positivas seleccionan al cuadrupolo y pasan a la celda de colision inducida,
donde se fragmentas en iones mas pequefios y una vez fragmentados se separa
mediante el detector de tiempo de vuelo TOF, para obtener los espectros que serviran
para la identificacion de los compuestos pertenecientes a la especie vegetal con posible
actividad antiofidica. Esto permite realizar los analisis con un tiempo Optimo,
sensibilidad, precision correcta y adecuada.[158] De este modo, podemos destacar que
el uso de dichas técnicas en el descubriendo y tratamiento de plantas naturales con
posible actividad antivendémica se ha generalizado como una técnica factible para
caracterizar los componentes de mezclas complejas que contengan un gran conjunto

de metabolitos secundarios con caracteristicas quimicas muy similares, logrando asi
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identificar gran cantidad de sustancias con propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes, antiofidicas, anticancerigena, entre otras [159].

Finalmente, se destacara los estudios recientes mas relevantes con el uso de dicha
técnica como lo son: Andrographis paniculata (Burm. F.) Nees y Andrographis
nallamalayana JLEllis utilizadas tradicionalmente para tratar diversas dolencias como
Ulceras bucales, fiebre intermitente, inflamacién y mordedura de serpiente. Este
estudio compara la actividad citotoxica in vitroy el perfil fitoquimico del extracto
metandlico de A. nallamalayana (ANM) y A. paniculata (APM) realizando el analisis
en UPLC-ESI-QTOF-MS / MS. [140]. También podemos destacar el uso del extracto
del tallo de la especie Bauhinia scandens.L.[159] utilizado en la medicina ancestral
para aliviar dolores, inflamaciones, antipiréticas y coagulacion ante la presencia de
actividad antiofidica provocada por el género de serpientes Bungarus multicinctus en
la cual se realiza una investigacion acerca de la metabolémica sérica en cerdos
miniaturas Bama atacados por la especie mencionada[160]. A su vez, mencionamos
estudios de plantas medicinales con actividades y mecanismos como inhibidores de
toxinas para el veneno de serpiente como es el caso de Anacardium humile [161],
Harpalyce brasiliana Benth [162], descritos como fuentes prolificas de flavonoides.

2.5.3 GC-MS uso y beneficio en el andlisis de metabolitos secundarios en productos
naturales.

La Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC/MS, por sus
siglas en inglés) es una técnica analitica dedicada a la separacion, identificacion y
cuantificacién de mezclas de sustancias volatiles y semi volatiles, generalmente con
un peso molecular por debajo de 1250 Da, y térmicamente estables para que no se
degraden en el sistema GC [163], [164]. La separacion de dichas sustancias depende
de la diferente distribucién de las sustancias estudiadas entre las fases movil y
estacionaria que conforman el sistema. Una vez separadas las sustancias son
fragmentadas y analizadas en funcion de su patrén de fragmentacion, el cual puede ser
comparado con informacion contenida en una base de datos de espectros de masas para
su identificacion preliminar. La identificacidn definitiva, asi como la cuantificacion de
cada sustancia debe hacerse mediante el empleo de sustancia de referencia. Ademas,
los cromatdgrafos de gas se asocian frecuentemente a espectrometros de masas GC-

MS para permitir la identificacion de los componentes quimicos. [165]
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Por consecuencia, se delimita que es una técnica ampliamente utilizada en la mayoria
de las industrias: por calidad, control en la fabricacion de muchos productos, desde
automoviles hasta productos quimicos y productos farmacéuticos; con fines de
investigacion, desde el anlisis de meteoritos hasta productos naturales; y para la
seguridad, desde el medio ambiente hasta los alimentos y la medicina forense [166],
[167]

En el estudio de productos naturales derivados de plantas se han considerado durante
mucho tiempo una fuente valiosa de compuestos lideres para el desarrollo de
farmacos. Los extractos naturales generalmente se componen de cientos a miles de
metabolitos, por lo que la bioactividad de los dichos extractos puede representarse por
el sinergismo entre varios metabolitos.[168] Al ser conocida como las técnicas mas
populares para medir los niveles de compuestos orgénicos volatiles y semi volatiles en
una amplia variedad de muestras. Debido a esto en GC-MS, los metabolitos polares se

derivan para volverlos volatiles y luego se separan por GC. [169]

En este sentido, la metabolémica a través del uso de GC-MS es ideal para identificar
y cuantificar metabolitos moleculares pequefios (<1250 daltons), incluidos acidos
pequefios, alcoholes, acidos hidroxilicos, aminoacidos, azlcares, acidos grasos,
esteroles, catecolaminas, farmacos y toxinas, que a menudo utilizan la derivatizacién
quimica para hacer que estos compuestos sean lo suficientemente volatiles para la
cromatografia de gases, entre estos métodos se conocen la alquilacion, acilacion,

metoximacion, trimetilsililacion y sililacion [169], [170].

Por otra parte, la ionizacion por impacto de electrones da como resultado patrones de
fragmentacion altamente reproducibles que son esenciales para experimentos a gran
escala. Esto muestra que la metabolémica basada en GC-MS permite integrar
facilmente dos tipos de ensayos, uno de ellos puede ser dirigido para realizar la
cuantificacion e identificacion de metabolitos especificos (target), mientras que la
metabolémica no dirigida (untarget) es aprovechada con la finalidad de descubrir
compuestos novedosos, ya que realizan un barrido de m/z completo en un rango
definido, esto permite ademas el uso directo de bibliotecas espectrales y
procedimientos operativos estandar validados y estandarizados para obtener una

identificacion con alta exactitud. [166]
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De este modo, una gran ventaja de la GC-MS es su sensible y robustez.[171],
[172] Dicho esto, un desafio técnico en la elaboracion de perfiles de GC-MS es separar
cada sefial de metabolito de los picos superpuestos en el cromatograma de GC-MS sin
procesar, para ello se encuentran disponibles varios paquetes de software de seleccion
de picos equipados con funciones sofisticadas de deconvolucion de picos para tratar
datos con un rendimiento relativamente alto de miles de muestras.[168], [171], [173],
[174]

Por esta razén, GC-MS es una técnica precisa empleada para la deteccidn de grupos
funcionales e identificacion de varios compuestos terapéuticos presentes en plantas
medicinales con posible actividad antiofidica. De modo que, se han investigado varias
especies de plantas alexitéricas como Hellenia speciosa [175], Trixis divaricata [176]
, Aristolochia elegans [177] , Moringa oleifera [178], Helicteres isora [179],
Melastoma malanbathricum, Dracontium spruceanum (Schott)[180] , Urospatha
sagittifolia (Rudge) Schott (Antigua Dracontium) [181], entre otros. Todas las
especies mencionadas presentan en sus extractos potentes efectos deletéreos de los
venenos de serpientes, no solo por su actividad antihemorragica, antibacteriana o
antinflamatoria, si no por su contenido metabdlico en alcaloides, fenoles totales, entre
otros [179], [182].
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion.

Se procedi6 a recolectar la muestra de la especie Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott
en el sector Monte Alegre, de la parroquia rural Puerto Misahualli, perteneciente al
canton Tena ubicado en la provincia de Napo a una altura de 460.6 m.s.n.m en sus
coordenadas 1°03'12.5"S 77°39'52.6"W. Posteriormente se entregaron las muestras
recolectadas al Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad Regional
Amazonica, para realizar los distintos analisis quimicos respetivos para el desarrollo
de la presente investigacion. Por otra parte, la determinacion taxondmica de la especie

se realizd en el Instituto Nacional de Biodiversidad “INABIO”.

1°03'21.0"S 77°40'00.5"W

-1.055823,-77 666810

Figura 10. Ubicacion de la recoleccién de la muestra.

3.2 Equipos y Materiales.

e Andlisis Fitoquimico.

33



Tabla 4. Equipos y materiales para analisis Fitoquimico.

Materiales Equipos Reactivos

Espatula Balanza Analitica, FeCls
RADWAG WTC 600

Vasos de precipitacion Bomba de vacio NaOH

de 50, 100 y 500 ml

Matraces Aforados de Estufa, ESCO HCl

25,50 y 100 ml ISOTHERM OTS-54-8

Mortero con pistilo Ultra congelador H,S04 conct
LEXICON Il

Probetas de 25 y 50 ml Liofilizador NH;

Matraces Erlenmeyer de Bafio ultrasonico, Reactivo de Dragendorff

100 y 500 ml BRANSON 5800

Papel Filtro Agitador vortex, Reactivo de Mayer
BROBAX MX-S

Pipetas micrométricas Rotavapor, BUCHI Anhidrido acético
Interface 1-300

Piseta Lampara de luz UV, Cloroformo
DORS 50

Papel aluminio Metanol

Colador Hexano

Tubos de ensayo Agua destilada

Gradilla Limadura de Magnesio

Vidrio reloj Etanol

Tubos tipo Falcon

e Determinacion de Compuestos Fendlicos y Flavonoides.

Tabla 5. Equipos y materiales para cuantificacion UV-vis.

Materiales Equipos Reactivos
Vasos de precipitacion de Balanza Analitica, Acido Galico
50, 100 y 500 mi RADWAG WTC 600
Matraces Aforados de 25, Bafio ultrasonico, Metanol
50 y 100 ml BRANSON 5800
Probetas de 25 y 50 ml Agitador vortex, Catequina
BROBAX MX-S
Papel aluminio Espectrofotometro UV- Agua destilada
1280 SHIMADZU
Tubos de ensayo Reactivo de Folin-
ciocalteu
Gradilla NaNO,
Vidrio reloj AlCl,
Tubos de ensayo conicos NaOH
de propileno
Espatula Na,CO0;

34



Pipetas micrométricas
Piseta

Celdas o cubetas de
cuarzo, vidrio y plastico 1
mi

e Andlisis UPLC-QTOF-MS para Compuestos Fenolicos y Flavonoides

Tabla 6. Equipos y materiales para determinacion en UPLC.

Materiales
Espatula

Tubos de ensayo
Viales de vidrio 1.5 ml

Micro filtro 0.45 pm

Jeringuillas

Gradilla

Vidrio reloj

Piseta

Pipetas micrométricas

3.3 Tipo de Investigacion.

El presente trabajo de investigacion tiene por objeto caracterizar la especie Urospatha
sagittifolia (Rudge) Schott por analisis quimico, por lo cual para su desarrollo se ha
utilizado tipos de investigaciones como: descriptiva, exploratoria, aplicada, cualitativa
y cuantitativa. Lo que nos permite y orienta a realizar ensayos de laboratorio para
conocer e identificar los metabolitos secundarios por reacciones de color o precipitado,
y a su vez por técnicas cromatograficas de identificacion quimica. De otra manera,

podemos mencionar el uso de la investigacion tipo correlacional por la relacion que

Equipos
Balanza Analitica,
RADWAG WTC 600

Bafio ultrasonico,
BRANSON 5800
Agitador vortex,
BROBAX MX-S
Cromatografo Liquido
UPLC con Espectrometro
de Masas QTOF,
WATERS XEVO G2-XS
Rtof/Tof ACQUITY
UPLC H-CLASS/ I-
CLASS SERIES
SYSTEM.
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Metanol

Acido Férmico
Acetonitrilo

Agua destilada

Leucina



existe entre los parametros utilizados y los resultados obtenidos reportados por

diversos autores.

3.4 Prueba de Hipdtesis.

Hipdtesis alternativa: Es posible relacionar los metabolitos secundarios de la especie

Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott con actividad antiofidica.

Hipdtesis nula: No es posible relacionar los metabolitos secundarios de la especie

Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott con actividad antiofidica.

3.5 Poblacion o muestra.

Se determind la muestra existente en la localizacion geografica descrita perteneciente
a la Universidad Regional Amazonica con respecto al contrato de marco de acceso a
los recursos geneticos del proyecto de investigacion cientifica de la misma. Para lo
cual se realizd un muestreo aleatorio tomando en consideracion la etapa de maduracién
de las mismas, se procedid a recolectar las raices con cuerpo completo de 3 plantas
diferentes para la ejecucion de los siguientes analisis quimicos siguiendo el protocolo
mencionado por PPBio Amazonia Oriental[183][184][185].

Figura 11. Recoleccion de la especie.
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3.6 Recoleccion de la Informacién.

Se utilizaron herramientas para el desarrollo de los extractos con diversos solventes a

la especie antes mencionada, para determinar los metabolitos presentes en la misma.

A su vez, se cuantifico por espectrofotometria UV-Vis y Cromatografia liquida de alta

resolucion siguiendo la metodologia correspondiente presentada a continuacion:

3.6.1 Preparacion de los Extractos.

Después de haber recolectado la muestra, se procedié a lavar con agua destilada
para retirar toda impureza presente en la raiz.

Se colocé 250 g de cada tipo de planta de la especie Urospatha
sagittifolia (Rudge) Schott en un vaso de precipitacién de 500 mL y lo se llevd
a una estufa ESCO ISOTHERM OTS-54-8 a 70°C durante 5 dias.

Se redujo el tamafio de particula de cada una de las raices y separamos en
matraces Erlenmeyer de 100 ml.

Para obtener el extracto, se colocO solventes como: metanol, hexano y
cloroformo. Teniendo en cuenta que el solvente sea el doble de la cantidad de
muestra y se procedio a reposar por 14 dias.

Para obtener el extracto de agua procedemos a macerar con agua destilada en
un mortero utilizando un pistilo.

Se procede a congelar la muestra a -80°C utilizando un Ultra-congelador
modelo Lexicon II.

Llevamos a liofilizar durante 7 dias a una temperatura -40°C.

Seguido a la marcha analitica, se llevé a rota vaporar durante varios minutos
con las condiciones de cada solvente para concentrar la muestra y no eliminar

algunos compuestos volatiles presentes en cada una de las muestras.

3.6.2 Marcha Fitogquimica.

Saponinas: A una solucion de cada uno de los extractos, se sometio a agitacion
rigurosa durante 30 segundos. Para comprobar la prueba se verifico que durante
3 minutos permanezca la presencia de espuma. Ademas, se comprobo el

método utilizando la reaccion de Salkowski, a 2 mg de los extractos agua,
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cloroformo, hexano y metanol se afiadi6 1 mL de H.SOs concentrado. Si
presenta un color rojo azulado hasta el purpura, se considera la presencia de
saponinas esteroidales o triterpenoides.[88],[84]

Terpenoides: Se colocé 1 mL de cloroformo a 2 mg de cada uno de los
extractos, se llevé al vortex y sonificacion durante 1 minuto cada uno para su
homogenizacion. Luego se afiadio 3 gotas de H.SO4 concentrado y presento la
formacion de una interfaz con anillo rojo confirmando la presencia de
Terpenoides. [64], [77]

Taninos: A 2 mg de cada extracto disuelto en cada uno de los solventes
respectivamente, se coloco 4 gotas de una solucién de FeCls al 4 %. Si presenta
una coloracion verde indica la presencia de gelotaninos 0 a su vez una
coloracion café la presencia de pseudotaninos.[76]

Antocianinas: A 1 mg de cada extracto disuelto en 1 mL de agua destilada, se
afiadio 5 gotas de NHz concentrado. La pérdida de color de violeta a amarillo
indica la presencia de compuestos antocianinicos. Para corroborar la prueba se
procedio a realizar una adicion alcali afiadiendo 5 gotas de una solucion de
NaOH al 20% a 2 mg de cada extracto disuelto en agua. Si existe decoloracion
lenta de violeta azul verdoso y amarillo indica la presencia de fenoles alcalinos
0 beta-cianinas. Ademas, para la comprobacion de este método se adiciond a
la solucién anterior 1 mL de HCI 1N lo cual, si presenta la regeneracion del
color rojo indica la prueba positiva.[131]

Quinonas: A 2 mg de cada extracto se afiadié 200 pl de etanol y 400 ul de
NaOH al 5%, el cambio de coloracion indica la presencia de compuestos
quindnicos.[6], [23], [186]

Cumarinas: Se realizé la prueba de fluoresencia de tal manera que a la boca de
los tubos de ensayo se coloc los extractos de forma homogeénea, posterior se
colocé un filtro de papel circular tratado previamente con una solucion de
NaOH al 1 N. Se situd los tubos de ensayo en agua hirviendo durante unos
minutos, posterior a eso se retir6 el papel filtro y se examind bajo la luz ultra
violeta. La aparicion de fluoresencia indica la presencia de cumarinas. Para
corroborar el método, se utilizé una solucion de NaOH al 10 % en una alicuota
del extracto, lo cual presentd una reaccion de coloracién amarilla que al
acidular la solucion desaparece.[23], [64], [77], [95]
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e Compuestos fenolicos: Se realizd la deteccién de fenoles utilizando la prueba
de FeCls al 12.5 %. A 2 mg de cada extracto se disolvié en 1 ml de agua
destilada y desionizada, se adicion0 4 gotas de la solucion de FeCls en lo cual
el cambio de coloracion de verde obscuro a azul indigo indica la presencia de
fenoles, de manera que el color azul completo indicara que los taninos de la
muestra son hidrolizables. Por otro lado, la presencia de taninos condensados
en la muestra se confirma por un color verde obscuro. Para comprobar el
método, se utiliz6 5 gotas de una solucién de NaOH al 4% en 5 mg de cada
extracto disuelto en agua destilada lo cual presentd un color negro azulado
indicando la presencia de fenoles.[6], [58], [76], [93], [186], [187]

e Flavonoides: Se utiliz6 la reaccion con FeCls al 4% afiadiendo 3 gotas a cada
uno de los extractos acuosos, la aparicion colorimétrica de verde negruzco
indicara la presencia de flavonoides. A su vez al adicionar a 5 mg de cada
extracto disuelto en 1 ml de agua destilada 3 gotas de una solucion de NaOH
al 2%, si la disolucién desarrollada presenta una coloracién amarilla intensa
que al acidular desaparece, confirma la presencia de flavonoides. Para
comprobar el método se utilizo el reactivo de Shinoda, en la cual a 1 mL de
cada extracto acuoso se afiadi6 limadura de magnesio y 4 gotas de HCI
concentrado. Al observar un burbujeo intenso producido por la reaccion y que
la solucion adquiere una débil coloracién naranja al principio indica la
presencia de flavonoides.[24], [172], [188]

e Alcaloides: se utilizé la reaccion de Dragendorff, en la cual a 5 mg de a extracto
se acidificd con 1 mL de HCI diluido y posteriormente se afiadié gota a gota el
reactivo de Dragendorff. Si existe la presencia de un precipitado de coloracién
naranja indica positivo para alcaloides. Para comprobar el método se utiliza la
reaccion de Mayer, en la cual los precipitados daran una coloracion blanca,
blanco amarillo o amarillo limdn. También existen otros test como la sal de
amonio de Reineckato, el reactivo de Bouchardat (solucion de yodo yodurado)
entre los mas comunes. [6], [36], [86], [187]

3.6.3 Cuantificacion espectrofotométrica UV-vis.

Para realizar la cuantificacion presente se tomd en consideracion las referencias

bibliograficas actuales en relacion a los compuestos con mas afinidad a ser
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responsables de la actividad antivendmica, sin embargo, el proposito es verificar los

compuestos pertenecientes a la especie estudiada por parte de los dos metabolitos

mencionados:

o Compuestos fendlicos: EI contenido fendlico se cuantificé utilizando
el reactivo de Folin-Ciocalteu y acido galico como estandar para la preparacion
de la curva de calibracion. Se prepar6 una solucién con Metanol al 50% y 100
ppm de Acido Galico con agua destilada y desionizada. Se prepar6 5 tubos de
ensayo con las soluciones estandar y un blanco, se dejo en reposo durante 2
horas. Para la preparacion de la muestra se utilizd 2mg de cada extracto
disueltos en 50 ml de agua destilada, se tomé una alicuota de 500 pL de la
muestra y se afiadié 750 pL de reactivo de Folin y dejar reposar 5 minutos,
posterior se agrego 750 pL de Na2COs y dejar reposar 120 minutos. Se midio
a una longitud de 755 nm, el reactivo de Folin se utiliz6 inmediatamente
protegiéndolo de la luz y las mezclas de las reacciones. Se presenta la tabla de
la preparacion de la curva de Acido Galico:[78]

Tabla 7. Determinacion de la curva de Calibracién estandar fenoles.

Curva de Calibracién Acido Galico

1 1.5 2 3 4 mg/L
Estandar Sol. 20 30 40 60 80 pL
Ac. Galico
RFC (1N) 250 250 250 250 250 pL
Reactivo Folin-Ciocalteu
Na2.CO3 750 750 750 750 750 pL
Agua 980 970 960 940 920 pL

Fuente: Propia.

Flavonoides: El contenido de Flavonoides se cuantifico utilizando una solucion
estandar de catequina (0.1mg/mL) en la cual se tomaron voliumenes de 0 a 100
ML para la preparacion de la curva de calibracion. Para la determinacion se
utilizd Na2NOs al 5%, AICIs al 10 % y NaOH 1M. Al realizar la preparacion
de la muestra, se tomd 5 mg de cada extracto disuelto en 50 ml, se adiciond

1250 pL de agua destilada y desionizada, 75 puL de NazNOs y se dejo reposar
40



por 6 minutos, luego se afiadid 150 uL de AICIs y reposé por 5 minutos,
finalmente se aforo con 975 pL de agua destilada. Se midi6 a una longitud de
510 nm y se presenta a continuacion la preparacion de la curva de
calibracion:[189]

Tabla 8. Determinacion curva de calibracion estandar flavonoides.

Curva de Calibracion Catequina

Estandar Sol. 20 40 60 80 100 pL
Catequina (0.5 mg/mL)

Agua 1250 1250 1250 1250 1250 pL
Naz2NO: 75 75 75 75 75 pL
AICl3 150 150 150 150 150 pL
NaOH 1 M 500 500 500 500 500 pL
Agua 1005 985 965 945 925 pL

Fuente: Propia.

3.6.4 Identificacion Uplc-QToF.

Se realiz6 la corrida cromatografica en el Cromatégrafo Liquido UPLC con
Espectrometro de Masas QTOF, WATERS XEVO G2-XS Rtof/Tof ACQUITY UPLC
H-CLASS/ I-CLASS SERIES SYSTEM, en la cual se determinaron los compuestos
fendlicos y flavonoides en modo positivo y negativo segun la siguiente metodologia

propuesta:

e Flavonoides: Para calibrar el equipo se utiliz una columna C18 en fase reversa
a una T° de 40 °C. El tiempo de corrido fue de 15 minutos a un flujo de
inyeccion de 0.3 ml/min en modo positivo y negativo, utilizando fases moviles
como Acido Férmico y Acetonitrilo respectivamente, las gradientes presentes
fueron 95% de A con 5% de B de 0-5 min, 30% de Ay 30% de B por 5, 20 y
25 min. Para el ms/ms se aplico un m/z de 100-1500 con un tiempo de scan de
1 min y una energia de colision de 20-60 V. Se preparo la muestra de tal
manera que a 10 mg de cada extracto se disolvio en 1 mL de agua destilada y
se llevo al vortex y sonificacion por 30 a 60 segundos a una T° de 50 °C, se

tomo 500 pL y se disolvio en 500 pL de Metanol al 70 %. Se paso por micro-
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filtros de 0.45 um y se coloco en viales de muestra automatica con tapones de
PFTE. [190]

e Compuestos Fendlicos: se utilizé una columna C18 en fase reversaa una T° 35
°C. El tiempo de corrido fue de 23 minutos a un flujo de 0.15 mL/min en modo
negativo, se obtuvo como fases moviles Acido Formico y Acetonitrilo
respectivamente, las gradientes utilizadas fueron: 85% de A 'y 15% de B de 1
min, 80% de A'y 20% de B en 2.5 min, 75% de Ay 25% de B en 7.5 min, 65%
de Ay 35% de B en 12.5 min, 50% de A con 50% de B en 17 min, 35% de A
con 65% de B en 19.50 min y 25% de A con 75% de B en 23 min. Para el
MS/MS se aplicé un m/z de 100-1000 con un tiempo de scan de 1 min y una
energia de colision de 15V. Para preparar la muestra se utiliz6 10 mg de cada
extracto se disolvid en 1 mL de agua destilada y se llevd al vortex y
sonificacion durante 30 a 60 segundos a una T° de 50 °C, se tom¢ 500 uL y se
disolvié en 500 pL de Metanol al 50 %. Se pasé por micro-filtros de 0.45 um

y se coloco en viales de muestra automatica con tapones de PFTE.[191]

3.7 Procesamiento de la Informacion y Analisis Estadistico.

El presente estudio tuvo como finalidad analizar tres tipos de maduracion de la especie
Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (antigua Dracontium), las lecturas se realizaron
por duplicado para el andlisis fitoquimico, UV-visible, UPLC — QTOF-MS, cada
extracto se midié por triplicado y los datos fueron sometidos a un analisis de varianza
de una via (ANOVA), ademas fueron reportados y comparados entre si para detectar
diferencias significativas empleando el método de Tukey, que sera un estimador para
ser determinado en base a los grados de libertar y a una probabilidad de error. Donde
se evalto la influencia de los métodos que tiene cada factor para la deteccidn

metabolitos secundarios con posible actividad antivendmica.

3.8 Variables de respuesta o resultados alcanzados.

Las variables de respuesta fueron identificadas por el tiempo de corrida de cada
método para determinar la posible presencia de metabolitos secundarios con posible

actividad antiofidica, de acuerdo a su contenido de saponinas, terpenoides, compuestos

fenolicos, alcaloides, quinonas, flavonoides, entre otros.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se describe todos los datos obtenidos de la experimentacion de la
especie Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (antigua Dracontium), con su respectiva
discusion.

4.1 Identificacion Boténica de la especie Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott
(antigua Dracontium).

Se recolectaron 500 g de la especie en la localizacion sefialada anteriormente, de los
cuales se envio una alicuota al Herbario INABIO, para la determinacion taxonémica y
botéanica de la especie, en tal virtud el informe del herbario reporta: Una vez revisadas
las caracteristicas morfoldgicas del ejemplar y comparando con los existentes registros
en el Herbario, la muestra corresponde a la especie propiamente mencionada, la misma
que es nativa del Ecuador como se expresa en el permiso correspondiente para su

muestreo respectivo.

4.2 Analisis Fitoquimico.

De acuerdo a la metodologia descrita, en la tabla N° 6 se presenta los resultados
encontrados cualitativamente mediante reacciones de color y precipitado para los
siguientes grupos de metabolitos. En la cual, se utilizd solventes como metanol,
cloroformo, hexano y agua durante el proceso de maceracién. De este modo, a cada
prueba realizada con su respectivo método se coloco las afirmaciones siguientes: (+)

positivo o (-) negativo en cada caso de acuerdo a su resultado pertinente.

Tabla 9. Resultados del Analisis Fitoquimico.
RESULTADO - EXTRACTO

METABOLITO PRUEBA
Metanol Cloroformo Hexano Agua
) Agitacion rigurosa + - - +
Saponinas
Salkowski + + - +
Terpenoides Acido Sulftrico Conc. + + - +
Taninos Cloruro Férrico al 10% + - - +
Antocianinas Amoniaco - - - +
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Quinonas

Cumarinas

Compuestos

Fendlicos

Flavonoides

Alcaloides

Fuente: Propia.

El andlisis fitoquimico realizado a los extractos con diferentes polaridades, indica que
los metabolitos secundarios presentes en mayor proporcion en la especie Urospatha

sagittifolia (Rudge) Schott (antigua Dracontium), presentan reaccion con los solventes

Hidrdxido de Sodio al
20%

Hidroxido de Sodio al
5%

Fluorescencia
Hidroxido de Sodio al
10%

Cloruro Férrico al 12.5%
Hidroxido de Sodio al
4%

Cloruro Férrico al 4%
Shinoda

Dragendorff

Mayer

con mayor polaridad: metanol y agua.

4.3 Cuantificacion espectrofotométrica UV-vis.

Al tomar en consideracién las referencias bibliograficas actuales en relacion a los
compuestos con mas afinidad a ser responsables de la actividad antivendmica, se
presenta los siguientes resultados por parte de las lecturas de los siguientes
metabolitos: compuestos fenolicos y flavonoides. De este modo, se tomd en cuenta
los valores de los limites de deteccion y cuantificacion al presentar las siguientes

curvas en relacion a la concentracion y la absorbancia:

e Compuestos Fenolicos:
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Figura 12. Curva de Calibracion de Compuestos Fendlicos a 755 nm (Ac. Galico).
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Figura 13. Resultados Compuestos Fendlicos a 755.5 nm en UV-visible.

Tabla 10. Determinacion cuantitativa de Fenoles totales de la especie Urospatha

sagittifolia (Rudge) Schott (antigua Dracontium).

0.001
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e Flavonoides:

Standard Curve
0,147 T T T

0,100

Abs.

0,050

0,010 L L
0,800 2,000 3,000 4,000
Conc. (mg/l)
y =0,0348422 x - 0,00409102
r2 =0.98001

Figura 14. Curva de Calibracion de Flavonoides a 510 nm (Catequina).

Sample Graph
0,038 T T T

0,020 - B

Abs.

0,000 - - .
L l L l

-0,015 1
3 5 10 15 18
Sequence No.

Figura 15. Resultados Flavonoides a 510 nm en UV-visible

Tabla 11. Determinacion cuantitativa de Flavonoides totales expresados como catequina.

0.025

4.4 ldentificacion Uplc-QToF.

El anélisis realizado por medio del equipo WATERS XEVO G2-XS Rtof/Tof
ACQUITY UPLC H-CLASS/ I-CLASS SERIES SYSTEM fue en modo positivo y
negativo secuencialmente para obtener una variedad de compuestos por la disposicion

de sus grupos funcionales, asi como es el caso de los compuestos polifendlicos en
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modo negativo que tienden a desprotonizarse. Por esta razon, esto permitid identificar
tentativamente varios compuestos basados en el tiempo de retencién, la masa medida
por el equipo, la masa tedrica extraida, el error experimental y los iones fragmentados.
Una vez obtenidos los datos espectrales, se realizd corridas en el sistema de
informacion cientifica UNIFI para conocer la composicion y nomenclatura de los
posibles compuestos existentes en la especie Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott
(antigua Dracontium). Ademas, fueron comparados con otras metabolémicas descritas
por varios autores para llegar a una identificacion tentativa de sus picos espectrales e

iones fragmentados.

4.4.1 Resultados para la identificacion de Flavonoides.

Se obtuvieron varios metabolitos secundarios al seguir la metodologia para
compuestos flavonoideos como flavonas principalmente y saponinas, cumarinas,
alcaloides, aminoacidos, disacaridos y terpenoides secuencialmente. De este modo,
podemos mencionar que la especie en sus 3 etapas de maduracion contiene capacidad
antioxidante y posible actividad antivendmica por la presencia de los grupos
metabolicos y sus caracteristicas al ser antiinflamatorias, antihemorragicas,
antibacterianas, entre otros segun su clasificacion. A continuacion, se presenta en
subgrupos los posibles compuestos ordenados segun su conjunto metabélico con sus

respectivos espectros.

4.4.1.1 Flavonoides.

La presencia de flavonoides en la planta posee gran relacion en sus 3 etapas de
maduracion, presenta aparicion de las mismas en los extractos de agua y metanol como

se presenta a continuacion:
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Tabla 12. Apiin identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Apiin Flavonoide
Espectro:

Masa Neutral:
564,14701

Modo:
Positivo

Fragmentos:

433.11130
271.05920

Referencia: Metlin

Fuente: Propia.

55555
zzzzzzzz

Tabla 13. Isorhamnetin-3-O-neohesperidoside identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Isorhamnetin-3-O- Flavonoide
neohesperidoside

Espectro:

Masa Neutral:
624,16903

Modo:
Negativo

Fragmentos:
314.042816
299.019958
623.162170
623.204834
315.054077

Referencia:
MoNA - MassBank de América
del Norte

Fuente: Propia.

ltem name: Extracta Agua mx3 32220211 Channel name: 1: AT=5.2721 mins : TOF MS! {100-150.
Them description: Metanol

BIR15464

Se8 124739108

125838533
268 fiz5.19458

1e8 1249.40245
69117850 12837178
; h
| 1

m a0 00 s00 1000 1200 1400
Observed mass [
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Tabla 14. Quercetin-3-O-neohesperidoside identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Quercetin-3-O-neohesperidoside  Flavonoide

Masa Neutral: Esﬁgestgh e
610,15338 R o e
Modo:

Negativo

Fragmentos: w

300.026703 I

271.024048 fw

255.029343 -

301.030792 -

272.028473 e
Referencia: . -
PUbChem SR e

Fuente: Propia

Tabla 15. Quercetin-7-O- [B-D-glucopyranosyl (1—6)- B-D-glucopyranoside] identificado en

extracto de agua.
Nombre: Grupo:
Quercetin-7-O- [B-D- Flavoné)i de
glucopyranosyl (1—6)- p-D-
glucopyranoside]
Masa Neutral: Ersﬂge(ii[omvm T T T T
626,14830 ' o =
Modo:
Negativo
Fragmentos: . oo
303.0502 -
304.0547 o
449.1114
465.1163
466.1117 e
Referencia: P
MoNA - MassBank de América TR TR TR m
del Norte

Fuente: Propia
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Tabla 16. Quercetin identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Quercetin Flavonoide
Masa Neutral: Eﬁf:e‘g!lgfﬂg?z;mm)zml Channel name: 2 RT«-47233 mins : TOF MS* (100-15000...
302,04256 conaers e
Modo: -
Positivo
Fragmentos:
271.0612 i
301.0347 | =
273.0417
302.0432 -
119.053 |
1510039 50000 0307252 )
Lol [0

Referencia: Metlin

Fuente: Propia

Tabla 17. Rhamnetin identificado en extracto de agua y metanol.

Nombre: Grupo:

Rhamnetin Flavonoide

Masa Neutl’a| E....SnE)uemetn[Sm mu3 09222021 Channel e 2 ATa 52901 mins : TOF MS* (100-1500)...
SELHERD A
Modo: )

Positivo

Fragmentos: =

317.08 .

318.103 . 2]

686.0457 _

319.0313 B

315.09

ReferenCia: Se8. mm*: 18.09%14 peaLsss

MoNA - MassBank de América
del Norte

Fuente: Propia

33112677 686,00068
] /
o | O A J i

200 400 500 800 1000 1200 1400
Observed mass [m/z]
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Tabla 18. Yuankanin identificado en extracto de agua.

Nombre:
Yuankanin

Grupo:
Flavonoide

Masa Neutral:

Espectro:

Ttem name: Extracto Agua mx2 092220211 Channel name: 1: RT=66690 mins : TOF MS* (100-150...
Ttem description: Metanol 70%

578,16356

Modo:

Negativo )

Fragmentos:

579.1669 T

580.1678 s |

581.1712

Referencia: Metlin, EPA O s P

InH A N :l.DlZiW]

Fuente: Propia
Tabla 19. Isorhamnetin identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:

Isorhamnetin Flavonoide

Masa Neutral: Espectro:

3 1 6 , 05830 {::: ::::::;:ﬁiig:;l ;nﬂ:z 09222021 Channel name: 1: RT=2.8452 mins : TOF M3¥ {100-1500)... .

Modo:

Positivo ]

Fragmentos:

317.0817

318.0782 7

686.0703 L

319.0872

315.0577

Referencia: =ne

HMDB, Pubchem G A Ij17.u30‘1a97211m| ll 9935?1574 | |

Fuente: Propia

Observed mass [m/z]
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Tabla 20. Kaempferol-3-glucuronide identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Kaempferol-3-glucuronide Flavonoide
Espectro:

Masa Neutral:
464,09548

Modo:
Positivo

Fragmentos:
286.0430
461.0713
229.0455
113.0231

Referencia:
MoNA - MassBank de América
del Norte, HMDB

Fuente: Propia

Item name: Extracto Agua mx2 09222021 Channel name: 2: RT=5.0335 mins : TOF MSE (100-1500)...

Ttem description: Metanol 70%

=5 357e6
356 -
3e6-
256
T 2e6
£
5
3
<
8
~ 15e6
le6]
147636660
5e5
45337653
\ W77.36779
o T LA, T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400

Observed mass [m/z]

Tabla 21. Kaempferol-3,7-diglucoside identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Kaempferol-3,7-diglucoside Flavonoide

Espectro:
Ma-sa NeUtraI : ITtem Eq: Extracto Agua mx2 09222021 1 Channel name: 1: RT=4.7401 mins : TOF MS® (100-150...
610,15338 T e
Modo:
Positivo
Fragmentos: E
431.0978 -
449.1084 g =
593.1506
285.0399
Referencia: .
HMDB [ ponssen

Fuente: Propia
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Tabla 22. Arecatannin A2 identificado en extracto de metanol.

Nombre:
Arecatannin A2

Grupo:

Flavonoide

Masa Neutral:
1154,26920

Modo:
Negativo

Fragmentos:

562.2107
421.1357
215.12.12
197.1118

Referencia:
MoNA - MassBank de América
del Norte

Fuente: Propia

Espectro:

Ttem name: Extracto Agua mx2 09222021 1 Channel name: 2: RT=2.8085 mins : TOF MS¢ (100-150...

Ttem description: Metanol 70%
99145740

3e5

Intensity [Counts]
&

P92.46351

55555

101344246
;

103542480

50000 44221443
l1036.42661
460.22570 97344739
\

392e5

203.09064 ( 67629869 115352231
.‘x,..d atads b | '."J ';‘ Lt ‘i. |

200 400 600 800 1000
Observed mass [m/z]

1200

1400

Tabla 23. Isorhamnetin-3-O-neohesperidoside identificado en extracto de metanol.

Nombre:
Isorhamnetin-3-O-
neohesperidoside

Grupo:
Flavonoide

Masa Neutral:
624,16903

Modo:
Negativo

Fragmentos:
314.042816
299.019958
623.162170
623.204834
315.054077

Referencia:
MoNA - MassBank de América
del Norte

Fuente: Propia

Espectro:

Trern name: Extracto Agua mx3 032220211 Channel names 1: RTa5.2731 mins : TOF MS! [

Trem description: Metanol 70%

2419697

7519458

124730108

124838533

1243.40245

126037178
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Tabla 24. Eriodictyol-7-O-p-D-methyl-glucuronopyranodise identificado en extracto de
metanol.

Nombre: Grupo:
Eriodictyol-7-O-3-D-methyl- Flavonoide
glucuronopyranodise

Masa Neutral: Espectro:

2m nam a
rrrrrrrrr iption: Metanol 71
478,11113
y 47536200

Modo:
Negativo

Fragmentos:
177.0519
484.1387

Intensity [Counts]

Referencia:
MoNA - MassBank de América
del Norte

Fuente: Propia

4.4.1.2 Alcaloides.

Tabla 25. Gentiatibetine identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Gentiatibetine Alcaloide

Espectro:
Masa Neutral: ope S SRS —

nnnnnnnnnnnnnnnnnn

165,07898 I

Modo: e
Positivo

Fragmentos:
120.0812
166.0861
131.0494
107.0497

149.0594

16600822
H

Referencia: e
Metlin, semanticscholar A a  w  us e
Fuente: Propia.

Tabla 26. VVomicine identificado en extracto de agua.
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Nombre: Grupo:

Vomicine Alcaloide
Masa Neutral: Ejgﬁ%[?ﬂir‘:‘;m::m_ Ohawrraed naese: 1 BT = 06738 sies | TOF M5 {LOD- L3000
380,17361 — 10753 23008
Modo: -
Positivo »
Fragmentos: 1590 oa a7z
160.075455 .
382.183807 ¥
383.185028 Lo
Referencia: )
Metlin, SpectraBase I B
R N R _ _

Citserved mass [mie]

Fuente: Propia.

Tabla 27. Isocorynoxeine identificado en extracto de agua.

Nombre: S

Isocorynoxeine Alcaloide

M asa N eut ral : E:—?:?z?;‘:i‘%?f;ﬁ ;1;;’ 092220211 Channel name: 1: RT=4.4976 mins : TOF MS* (100-150...
382,18926 9e5- 38110213 913e5
Modo:

Negativo

Fragmentos:

159.9000 7

241.1326 F

187.0858 )

172.0744

353.1828

Referencia: .

Ncbi, Chemical and N soras “ﬁ%%”
Pharmaceutical Bulletin Advance ol | N —
Publication Obseres s )

Fuente: Propia.
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Tabla 28. Uncarine A identificado en extracto de agua.

Nombre:
Uncarine A

Grupo:
Alcaloide

Masa Neutral:
368,17361

Modo:
Negativo

Fragmentos:
369.18243
160.07559
187.08575
337.15482
369.23843

Referencia:
Metlin, PubChem

Fuente: Propia.

4.4.1.3 Terpenoides.

Espectro:

Item name: Extracto Agua mx2 09222021 1 Channel name: 1: RT=2.4120 mins : TOF MS* {100-150...
0%

IIIIIIIII ption: Metanol 7

5.5e6-

i

w
in
S
&

Intensiy [Counte]

2e6-

5.79e6

Tabla 26. Dehydroabietic acid identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:

Dehydroabietic acid Terpenoide

MaSa Neutral : Eg:?:&gigség;:;mmon Channel mame: 1: RT=14.9769 mins : TOF MS* (100-1500...
300,20893 33235700 fel
Modo:

Positivo 3

Fragmentos: :

133.100266 -

109.100365 \

131.085251 " e

145.100922 e

67.054420 .

Referencia: " .

PubChem “ o

Fuente: Propia.
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Tabla 29. Nigakihemiacetal F identificado en extracto de agua y metanol.

Nombre: Grupo:
Nigakihemiacetal F Terpenoide

Espectro:
M asa N eUt ral : Ttem rE)me Extracto Metanol mix1 09222021 Channel name: 1: RT=11.9424 mins : TOF MS* (100-15...

Ttem description: Metanal 70%

392,21989 P ase

Modo:

Positivo
Fragmentos:
375.1808
303.1203
437.1907
329.1753

N
&

Intensity [Counts]

41524365
\

443822427

Referencia: PR
HMDB ‘\ ore

1 5003077

200 a00 600 800 1000 1200 1400
Observed mass [m/z]

Fuente: Propia.

Tabla 30. Centaurepensin identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Centaurepensin Terpenoide

Espectro:
M asa N eUtraI : [tempname: Extracto Agua mx2 09222021 1 Channel name: 1: RT=5.0842 mins : TOF MS® (100-150...

Item description: Metanol 70%
434,08991 1036
y 48732660

le6

Modo:
Negativo

8e5-

Fragmentos: 45130003

279.1 e
¥
201.2 3
£ Se5q 49735875
H P
4e5
3e5-
78525155
Referencia:
- 433.09551
Metlin, MoNA - MassBank s poazsnss | s
11299042 609.17582 82446804
93.05841 | ],623.1895? !
o . IWWRA R 1 e
200 400 600 800 1000 1200 1400

Observed mass [m/z]

Fuente: Propia.
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Tabla 31. Oleanic acid-3-O-3-D-(6"-O-methyl) glucuronide identificado en extracto de agua.

Nombre:

Oleanic acid-3-O-B-D-(6"-O- iz
. Terpenoide
methyl) glucuronide
Espectro:

Masa Neutral:
646,40808

Modo:
Positivo

Fragmentos:
455.3489
911.7164

Referencia:
Metlin, MoNA — MassBank,
HMDB

Fuente: Propia.

Ttem name: Extracto Agua mx2 09222021 Channel name: 2: RT=5.2562 mins : TOF MS* (100-1500)...
Ttem description: Metanol 70%
508e6

Se6 31700204

4e6

3.5¢6

647.21000

Intensity [Counts]

302.06496 1809514
9 pa8.21535

68609068

Llll, szl

200 600 800 1000 1200 1400
Gbserved mass [m/z]

Tabla 32. Picrasin F identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Picrasin F Terpenoide
Espectro:

Masa Neutral:
422,19407

Modo:
Positivo

Fragmentos:
405.1913
429.2101
212.1043
141.7386

Referencia:
Metlin, J - Global

Fuente: Propia.

Item name: Extracto Agua mx3 09222021 Channel name: 2: RT=4.7233 mins : TOF MS* (100-1500)...
Ttem description: Metanol 70%

3.34e5
607.28756
3e5
2.5e5
2e5
El
H
S
£ 1565
100000
44521596
-608.20172
50000 303.07252
78247813
8348613
78449479
L
800 1000 1200 1400

Observed mass [m/z]

58



Tabla 33. Tanegoside B identificado en extracto de agua.

Nombre:
Tanegoside B

G

Terpenoide

rupo:

Masa Neutral:
538.20503

Modo:
Positivo

Fragmentos:
375.14453
583.20312
328.11688
179.06554
327.13425

Referencia:

PubChem, MoNa MassBank

Fuente: Propia.

Espectro:

Item name: Extracto Agua
Item description: Metanol

mx2 09222021 Channel name: 2: RT=4.4808 mins : TOF MSE
70%

56123659
'

{100-1500)..

1.08e5

Tabla 34. Ginkgolide J identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Ginkgolide J Terpenoide
Espectro:

Masa Neutral:
42413695

Modo:
Positivo

Fragmentos:
113.0241
125.0248
309.0646
347.1201

Referencia:
MoNa MassBank

Fuente: Propia.

Itern name: Extracto Agua mx3 09222021 Channel name: 1: RT=2.8435 mi

Item description: Metanol

Intensity [Counts]

27712801
42517466
1000001 7
769.29118
I 57521054 l
S | TSPV 1 T O I o
200 400 600 800 1000 .'IZIDO 00

Te5-]

6e5-]

m
o
L

2e5-]

0%

403.18702

iins : TOF MSE {100-1500)...

7Ale
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Tabla 35. Roseoside identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Roseoside Terpenoide
Masa Neutral:
386,19407 TATmsTT e
Modo:
Positivo
Fragmentos:
207.138336
95.084488
225.149826
123.080757
149.094864
Referencia: et e
PubChem, SpectraData Base B
Fuente: Propia.
4.4.1.4 Disacaridos.
Tabla 36. o.— kojibiose identificado en extracto de agua.
Nombre: Grupo:
a — kojibiose Disacérido
Masa. Neutral: Elfmrligtrt:g\g:ua mx3 09222021 Channel name: 2: RT=0.7584 mins : TOF M5® (100-1500)...

Ttem

342,11621
Modo:
Positivo

Fragmentos:
343.1196

344.1205 -
365.10499

Referencia:
Metlin, PubChem, Pubmed

Fuente: Propia.

description: Metanol 70%
38110753

365.13186 |-38.
0
34915775

|
T

211111

383.10800

. | [ 58420826

4.5e5

200 400

60

600

800

Observed mass [m/z]

1000

1200

1400



Tabla 37. Sucrose identificado en extracto de metanol.

Nombre: Grupo:
Sucrose Disacarido
Espectro:

Masa Neutral:
342,11621

Modo:
Positivo

Fragmentos:
341.1084
71.0149
89.0247
101.0245
179.0558

Referencia:
Metlin, PubChem
Fuente: Propia.

4.4.1.5 Saponinas.

Item name: Extracte Agua mx2 09222021 Channel name: 2: RT=0.7584 mins : TOF MS* {100-1500)...

Item description: Metanal 70%
38110753

E 255
5
2
S
15es
100000
500001
36513186 |-38211111
)
349.15775 383.10800
w
fo TN T | " | [ 58420826
200 a00 600 800 1000 1200

Observed mass [m/z]

Tabla 38. Curculigo Saponin C identificado en extracto de agua.

Nombre:

Curculigo Saponin C

Masa Neutral:
768,46599

Modo:
Positivo

Fragmentos:
409.34587
751.46177
675.37560

Referencia:
HMDB, Metlin

Fuente: Propia.

4.4.1.6 Cumarinas.

Ttem name: Extracto Agua mx2 09222021 Channel name: 2: RT=8.2212 mins : TOF MS* (100-1500)...
Ttem description: Metanol 70%
29165
79151595
3565
3e5]
2565
H]
]
3
‘f_, 2e5
1.5e5
79251824
100000
50000
9352116
40037533
807.49484
187.15977
;
i [ ezaass, il
200 400 600 00 1000 1200 1400

Observed mass [m/z])
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Tabla 39. Apiosylskimmin identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Apiosylskimmin Cumarina
Espectro:

Masa Neutral:
456,12678

Modo:
Positivo

Fragmentos:
163.038879
164.041931
325.091888
119.048996
107.049461

Referencia:
HMDB, PubChem
Fuente: Propia.

4.4.1.7 Aminoécidos.

Tabla 40. Heterodendrin identificado en extracto de agua.

Item description: Metanal 70%

36932476

"

60.18003
l 0722301 gssarsea

lllll 200

Yl T Y
/] 1200

600

800
Observed mass [miz]

2000

1400

Nombre: Grupo:
Heterodendrin Aminoécido
Espectro:

Masa Neutral:
261,12124

Modo:
Positivo

Fragmentos:
260.1140
262.1285
226.1085
131.5679
30611.94

Referencia:
Metlin, PubChem

Fuente: Propia.

Item name: Extracto Agua mx2 09222021 Channel name: 1: RT=1.1301 mins : TOF MSE (100-1500)..
tanol 70%

Item description: Me:
27616457

571e

62
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4.4.2 Resultados para la identificacion de Compuestos Fenolicos.

Se identificd diversos metabolitos secundarios con relacion entre si al seguir la
metodologia descrita para compuestos fenolicos en UPLC, se obtuvo los siguientes
compuestos con presencia representativa cualitativa en cada una de las muestras de los
extractos de la especie Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (antigua Dracontium).
Los solventes utilizados fueron de fundamental importancia debido a su polaridad y
afinidad con cada metabolomica presente en la planta. De este modo a continuacién,

presentamos una serie de tablas con su respectiva informacion espectral.

4.4.2.1 Compuesto Fendlicos

Tabla 41. Cumambrin A identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Cumambrin A Compuesto Fenolico

Espectro:
Masa Neutral: p

306.14672 o

Modo:
Positivo

Fragmentos:

291.1232

289.1440 “
247.1334

265.1440

191.0271
s

Referencia:
TM IC ate. "ET,sz‘a‘nasz

200 a0 e00 8O0 . 1000 | 1200 1400

Fuente: Propia
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Tabla 42. Narirutin identificado en extracto de agua.

Nombre:
Narirutin

Grupo:
Compuesto Fenolico

Masa Neutral:
580.27921

Modo:
Positivo

Fragmentos:
272.0630
151.0014
579.1707
419.1459
435.5712

Referencia:
HMDB, MoNa MassBank

Fuente: Propia.

Espectro:

6472083

Tabla 43. Uncarine A identificado en extracto de agua y metanol.

Nombre:
Uncarine A

Grupo:
Compuesto Fenolico

Masa Neutral:
368.17361

Modo:
Negativo

Fragmentos:
369.18243 999
160.07559 174
187.08575 53
337.15482 42
369.23843 30

Referencia:
MoNa MassBank

Fuente: Propia

Espectro:
Metanol 70%

x109222021_4 88 (3.412) C (87 81
2030371

’ i Lk
200 200 600 800 1000 1200
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Tabla 44. VVomicine identificado en extracto de agua y metanol.

Nombre:
\omicine

Grupo:

Compuesto Fenolico

Masa Neutral:
380.17361

Modo:
Positivo

Fragmentos:
160.07545
283.02812
191.05903

Referencia:
HMDB, Metlin

Fuente: Propia

4.4.2.2 Flavonoides.

Espectro:

104.1153

9.40¢6

200 400 600 800

Tabla 45. Kurarinone identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Kurarinone Flavonoide

1000

1200

Masa Neutral:
438.20424

Modo:
Positivo

Fragmentos:
179.07397
164.05022
473.17425

Referencia:
PubChem, Metlin

Fuente: Propia.

Espectro:

2220213 131 (5.084) Cm (12
100 Lo

4533711
~

200 a0 a0

65

T
800
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1200
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Tabla 46. Quercetagetin-3,4-dimethyl ether identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Quercetagetin-3,4-dimethyl ether  Flavonoide
Espectro:

Masa Neutral:
346.06887

Modo:
Positivo

Fragmentos:
194.06128
331.04548
317.02976
495.11390

Referencia:
HMDB

Fuente: Propia.

4.4.2.3 Terpenoides.

Metanol 70%
Extracto Metan

1004

200

mx2 09222
35325

1589728
3542596
od

5730074

Tabla 47. Lucidenic acid A identificado en extracto de agua.

Nombre:
Lucidenic acid A

Grupo:

Terpenoide

Masa Neutral:
458.26684

Modo:
Negativo

Fragmentos:
441.2641
423.2535
254.0967

Referencia:
Metlin

Fuente: Propia.

Espectro:

1004

021_1 148 (5.738) Cm
4932476

11023088

10.00e5
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Tabla 48. Ergolide identificado en extracto de agua.

Nombre:
Ergolide

Grupo:
Sesquiterpenoides

Masa Neutral:
306.14672

Modo:
Negativo

Fragmentos:
213.1386
159.0320
341.1126

Referencia:
Metlin, HMDB

Fuente: Propia.

Espectro:

Metan
Extra

100

nol 70%
cto Met;

-
3411549

1129899 Y

M '

5212249 620.1450
R 7

el |

200

a0 600 800 | 1000 | 1200 | 1400 |

Tabla 49. Bruceine E_1 identificado en extracto de agua.

Nombre:
Bruceine E_1

Grupo:
Terpenoide

Masa Neutral:
412.1733

Modo:
Positivo

Fragmentos:
381.1544
393.1543
353.2052
265.1517

Referencia:
HMDB

Fuente: Propia

4.4.2.4 Alcaloides.

Espectro:

Metan
Extra

100

nol 70%
cto Agua

N

g 2190
5633582
4201855
%
. 052203 7052881
L ol l‘ﬂ | l L

22021 148 (5.738) C (14
4452165

A

w0
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Tabla 50. Strychnine identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Strychnine Alcaloide

Espectro:
Masa Neutral: p

334.16813 T gy 2 T

Modo:
Positivo

Fragmentos:
149.0629
184.0757
264.1019
335.1755

nnnnnnn

Referencia:

Metlin, PubChem e

200 400 600 00 1000 1200

Fuente: Propia.

Tabla 51. Isocorynoxeine identificado en extracto de agua.

Nombre: Grupo:
Isocorynoxeine Alcaloide

Masa Neutral: Espectro
382.18926

Modo:
Negativo

Fragmentos:
293.04979
167.03772
249.13850
241.12289

Referencia: | tl
MoNa MassBank e

Fuente: Propia.

4.4.2 .5 Antocianinas.
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Tabla 52. Delphin identificado en extracto de metanol.

Nombre: Grupo:
Delphin Antocianina

Espectro:
Masa Neutral: p i

662.12498 e

Modo:
Negativo

Fragmentos: -
625.2708
609.1456
300.029

301.0373

Referencia:
MoNa MassBank e Ll .\‘. Y

200 400 600 300 000 1200 14t

Fuente: Propia.

4.4 3. Resultados de metabolitos secundarios identificados

Tabla 53. Resultados generales de metabolitos secundarios identificados.
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Masa Tiempo de | Modo de
N° Compuesto Fragmentos » L
Neutral Retencion | ionizacion
1 Apiin 564,14701 | 433.11130, 271.05920 12.88 Positivo
2 ) 317.0817,318.0782, .
Isorhamnetin 316.05830 686.0703,319.0872, 2.84 Positivo
315.0577
3 Isorhamnetin-3-O- 314.042816,299.0199, )
o 624,16903 | 623.162170,623.2048, 5.27 Negativo
neohesperidoside 315.054077
4 Quercetin-3-O- - 300.026703,271.0240, 477 _
‘o ' 255.029343,301.3079, - egativo
neohesperidoside 272028473
5 Quercetin-7-O- [B-D-
glucopyranosyl 303.0502,304.0547,44 )
626,14830 | 9.1114,465.1163, 5.27 Negativo
(1=6)-B-D- 466.1117
glucopyranoside]
6 ] 271.0612,301.0347 -
Quercetin 302,04256 273.0417,302.0432 472 Positivo
119.053,151.0039
7 ) 317.08,318.103, .
Rhamnetin 316,05830 686.0457,319.0313, 5.29 Positivo
315.09
8 | Yuankanin 578,16356 | ©79.1669,580.1678, 6.66 Negativo
581.1712
9 Kaempferol-3-
P _ 464,09548 | 286.0430,461.0713, 5.03 Positivo
glucuronide 229.0455, 113.0231
10 | Kaempferol-3,7-
P 610,15338 | 431.0978, 449.1084, 4.74 Positivo

diglucoside

593.1506, 285.0399
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Masa Tiempo de | Modo de
N° Compuesto Fragmentos . -
Neutral Retencion | ionizacion
11 | Arecatannin A2 1154,3692 | 962.2107,421.1357, 2.80 Negativo
215.12.12,197.1118
12 | Eriodictyol-7-O-B-D-

177.0519 .
methyl- 478,11113 4841387 5.01 Negativo
glucuronopyranodise

13 120.0812,166.0861,
Gentiatibetine 154,07898 | 131.0494,107.0497, 1.75 Positivo

149.0594

14 | vomicine 380,17361 | 160.07545,382.18380, 0.67 Positivo

383.18502

15 ) 159.9000,241.1326, )
Isocorynoxeine 382,18926 | 187.0858,172.0744, 4.49 Negativo
353.1828
16 369.18243,160.07559
Uncarine 368,17361 | 187.08575,337.15482 3.41 Negativo
369.23843
17 - 133.100266,109.1003, -
Dehydroabietic acid 300,20893 131.085251,145.1092, 14.97 Positivo
67.054420
18 | Nigakihemiacetal F | 392,21889 | 375.1808,303.1203, 11.94 Positivo
437.1907,329.1753
19 | Centaurepensin 434,08991 | 279.1, 202.2 5.08 Negativo
20 | Oleanic acid-3-O-- 455 3489
D-(6"-O-methyl) 646,40808 | 911.7164 5.25 Positivo

glucuronide
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Masa Tiempo de | Modo de
N° Compuesto Fragmentos . -
Neutral Retencion | ionizacion
21 | picrasin F 422,19407 | 405.1913,429.2101, 4.27 Positivo
212.1043,141.7386
22 _ 375.14453,583.20312, N
Tanegoside B 538,20503 328.11688,179.06554, 4.48 Positivo
327.13425
23 | Ginkgolide J 42413695 | 113.0241,125.0248, 3.84 Positivo
309.0646, 347.1201
24 ] 207.138336,95.084488 -
Roseoside 386,19407 1225.149826,123.0807 4,15 Positivo
57,149.094864
25 | ¢ — kojibiose 34211621 | 343.1196,344.1205, 0.75 Positivo
365.10499
26 341.1084,71.0149, -
Sucrose 342,1162 | 89.0247,101.0245, 0.78 Positivo
179.0558
27 . . 409.34587,751.46177, ..
Curculigo Saponin C | 768,46599 67537560 9.22 Positivo
28 ] o 163.038879,164.04193 o
Apiosylskimmin 456,12678 | 1325.091888,119.048 18.06 Positivo
996,107.049461
29 260.1140,262.1285,22
Heterodendrin 261,12124 | 6.1085,131.5679, 1.13 Positivo
30611.94
30 | cumambrin A 306,14672 | 291.1232,289.1440, 0.58 Positivo
247.1334,265.1440
Masa Tiempo de | Modo de
N° Compuesto Fragmentos » L
Neutral Retencion | ionizacion
31 272.0630,151.0014,
Narirutin 580,27921 | 579.1707,419.1459, 5.32 Positivo
435.5712
32| Kurarinone 438,20424 | 179.07397,164.05022, 5.08 Positivo
473.17425
33 uercetagetin-3,4-
Q_ : 346,06887 | 194.06128,331.04548, 8.89 Positivo
dimethyl ether 317.02976, 495.11390
34 | Lucidenic acid A 458,26684 | 441.2641,423.2535, 5.73 Negativo
254.0967
35 | Ergolide 306,14672 | 213.1386,159.0320, 4.86 Negativo
341.1126
36 | Bruceine E_1 412,1733 | 381.1544,393.1543, 5.73 Positivo
353.2052,265.1517
37 | Strychnine 334,16813 | 149.0629,184.0757, 3.84 Positivo
264.1019,335.1755
38 | Delphin 662,12498 | 625.2708,609.1456, 17.802 Negativo
300.029,301.0373

Fuente: Propia.
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4.5 Verificacion de la Hipdtesis.

En la presente investigacion se realizaron 3 principales analisis a cada una de las
muestras obtenidas de la planta; como: screening fitoquimico, espectrofotométrica
UV-vis y UPLC tandem en las distintas etapas de maduracion, con el fin de conocer
la influencia de la actividad antiofidica con cada uno de los metabolitos secundarios
presentes en la planta estudiada. Para lo cual, una vez realizado el analisis estadistico
se obtuvo la aceptacion de la hipdtesis alternativa, estimando asi la presencia de grupos
metabolomicas en todos los extractos utilizados de la especie Urospatha
sagittifolia (Rudge) Schott.

Por tal razdn, se presenta en la tabla 52 el ensayo de Bartlett utilizado con un valor de
p de (0.7326) que ayuda a comprobar la homogeneidad de varianza en los tratamientos
anteriormente realizados, con lo cual se continud a realizar un ensayo estadistico tipo
Anova como indica la tabla 53 utilizando una confiabilidad del 95% y p = 0.991, lo
que indica que en los tratamientos realizados con los diferentes extractos no existen
diferencia significativa por lo que se rechaza la hipétesis alternativa. Por tal motivo,
se realiza un nuevo ensayo estadistico de Kruskal-Wallis, para lo cual, se evidencia en
la tabla 54 que dicho ensayo presenta un valor p = (0.0005418) permitiendo comprobar
las diferencias significativas por lo que se aceptd la hipotesis alternativa indicando que
al menos uno de los extractos de diferente maduracion, tiene actividad alexitero segun
los datos obtenidos con los extractos de agua y metanol en todo el proceso

metodoldgico.

Tabla 53. Ensayo de Bartlett etapas.
Ensayo de Bartlett

Test estadistico: 0.6471
Grados de libertad: 2
Valor de P: 0.7236

Fuente: Propia
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Tabla 54. Test de Anova.
Gradosde Sumade  Cuadrados ValordeF  Pr(>f)

libertad  cuadrados medios
Factor 2 0.24 0.118 0.010 0.991
(etapa)
Error 24 297.88 12.41
residual

Fuente: Propia

Tabla 55. Ensayo de Kruskal-Wallis.
Ensayo de Kruskal-Wallis

Test estadistico: 15.0414
Grados de libertad: 2
Valor de P: 0.0005418

Fuente: Propia

4.6 Discusion.

El efecto antiofidico ha sido evaluado en diversas ocasiones en estudios referentes a
plantas medicinales, cuya finalidad es ser empleados como medicina alternativa para
tratar distintas enfermedades patoldgicas debido a su baja toxicidad para el organismo.
Por tal motivo, el presente estudio tiene como propésito identificar los metabolitos
secundarios presentes en los extractos de agua, metanol, hexano y cloroformo de la
raiz de la especie Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (antigua Dracontium)

mediante varios métodos analiticos.

A Urospatha sagittifolia se le atribuyen distintas propiedades curativas con mayor
similitud a Dracontium loretense, como es el caso de ser antitumorales, antiofidicas,
antibacterianas, antioxidantes, antitrbmbicos, antihemorragicos, antiinflamatorias,
estimulantes del sistema inmune, entre otros. Dichas especies son muy utilizadas por
los pobladores pertenecientes a la region amazonica. Por esta razon, existen
investigaciones como la “Determinacion de Fenoles y Flavonoides totales en hojas de
guayabo (Psidium guajava L.)’[192], “Uncaria tomentosa: A Review on Traditional
Uses, Bioactive Chemical Constituents and Pharmacological and Toxicological
Activities’[193] y “ Quimica de las plantas alexiteras”[194], [195] en la cual, sefialan
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que las caracteristicas que deben contener las plantas para ser consideradas como
alexiteras es la presencia de fenoles, alcaloides y flavonoides, los mismos compuestos
que presentan Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (antigua Dracontium) y especies
como Dracontium loretense ( Jergon Sacha), ya que actian como neutralizantes para
el veneno de serpientes B. atrox.

De esta manera, se menciona la relacion existente entre los metabolitos secundarios de
especies con actividad antivendmica y los resultados obtenidos en esta investigacion.
De tal forma que la presencia de compuestos metabolitos a mencionar, poseen
actividad antiofidica al estar presentes en plantas alexitéricas como: limonene en
Aloysia citriodora[196], Quercetina en Psidium guajava[197], Kaempferol y sus
derivados en Oenothera rosea “Chupasangre”[198], Arcacia Hindolsii[199], E.
Faetidum o Flaveria bidentis[200], Gentiatibetine en H. olivascens y H. jamesonii[193],
Luteolina y Apiin en L. salsa (Verbenaceae)[198], Ac. Octanico en Corynaea crassa

(Balanophoraceae)[199]-[201] y Cumambrin en Lactuca serriola misma que actua como
efecto antiofidico en serpientes y escorpiones[202].
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones.

El método propuesto para la obtencion de los extractos fue basado en la
extraccion Solido-Liquido y por maceracion, asi como fueron los reportes
bibliograficos referentes a Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott (antigua
Dracontium).

La planta seleccionada se caracteriz6 mediante screening fitoquimico
obteniendo resultados de precipitados y color, espectrofotometria UV-vis
expresado en mg de &cido galico (0.001 mg de ac. galico / 100 g de muestra) y
catequina (0.025 mg de catequina / 100 g de muestra), y por ultimo en Uplc-
QToF dando como resultado valores espectrales en ionizacion positiva y
negativa para cada uno de los metabolitos secundarios analizados con
presencia de varios compuestos de grupos metabolicos como saponinas,
cumarinas, antocianinas, alcaloides, terpenoides, azlcares reductores,
esteroides, compuestos fendlicos y flavonoides que intervienen en la reduccion
de hemolisis generado por el veneno de Bothrops atrox.

Los sueros antiofidicos pertenecientes a extractos naturales tienen actividad
anti hemolitica, antibacteriana y antiofidica, por lo cual el contenido de
flavonoides y polifenoles en los extractos de agua y metanol obtenido de las
raices de las muestras vegetales, indica que son la parte de la planta que posee
mayor cantidad de estos compuestos, lo que concuerda con el uso tradicional
del fruto de esta especie como alexitera. De este modo, la efectividad de los
extractos de las plantas de la especie Urospatha sagittifolia (Rudge) Schott
(antigua Dracontium) es eficaz para validar la utilidad de los mismos como una
ayuda de carécter profilactico en el tratamiento del envenenamiento por
mordeduras de serpientes.

Se encontraron compuestos tentativos con mayor reincidencia en las tres etapas
de maduracién de la planta tanto en similitud en los extractos de agua y

metanol, reconocidos en el sistema de informacion cientifica UNIFI y
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comparados en portales como Metlin, Mzcloud, Pubchem, Mona fiehnlab,
Spectrabase, The Human Metabolome Database (HMDB), los compuestos
encontrados fueron: quercetin (Flavonoide), Apiin (Flavonoide), Rhamnetin
(Flavonoide), Yuankanin (Flavonoide), Kaempferol (Flavonoide), Arecatannin
(Flavonoide), Limocitrin (Flavonoide), Cumambrin (Compuesto Fendlico),
Narirutin (Compuesto Fenolico), Uncarine (Compuesto Fenolico), Vomicine
(Compuesto  Fendlico), Gentiatibetine  (Alcaloide), Isocorynoxeine
(Alcaloide), Strychnine (Alcaloide), Delphin (Antocianina), Apiosylskimmin
(Cumarina), Curciligo Saponin (Saponina), Sucrose (Azucar reductor), o-
Kijibiose (Azucar reductor), Tenacissoside (Esteroide), Nigakihemiacetal
(Terpenoide), Picrasin (Terpenoide), Roseoside (Terpenoide), Bruceine
(Terpenoide), &cido Lucidenic (Terpenoide), entre los principales con
caracteristicas antibacterianas, antiinflamatorias, antimicrobianas,

antivendmicas, antitrombicas.

5.2 Recomendaciones.

Realizar el estudio con especies similares a Urospatha sagittifolia (Rudge)
Schott (antigua Dracontium), para establecer la influencia en el rendimiento de
su actividad antiofidica.

Determinar qué tipo de secado y tiempo de maceracion aumenta el contenido

de metabolitos en cada uno de los extractos.
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