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GLOSARIO

ANTIOXIDANTE: aquella sustancia que presente en concentraciones muy
pequefias comparadas con las de un sustrato oxidable, disminuye o evita la
oxidacion del sustrato. En bioquimica puede considerarse como un donador
de electrones capaz de evitar una reaccion en cadena de o6xido-reduccion.

ESTRES OXIDATIVO: a la rotura del equilibrio entre la produccion de
especies oxidantes y las defensas antioxidantes.

ESPECIE llex: llex / a1leks / 0 acebo, es un género de 400 a 600 especies
de plantas con flores en la familia Aquifoliaceae, y el Unico género vivo en
esa familia. Las especies son arboles de hoja perenne y caducifolios,
arbustos y escaladores desde zonas tropicales hasta zonas templadas en
todo el mundo.

llex guayusa L: Es un arbol perenne nativo de la regiobn amazonica, que
pertenece a la familia Aquifoliaceae, esta especie alcanza un tamafo
promedio de hasta 10 m de altura, posee un diametro a la altura del pecho
de 50-80 cm, tienen una copa irregular y presentan un follaje denso

RADICALES LIBRES: son especies guimicas que tienen un electrén no
pareado, que las habilita como fragmentos moleculares muy reactivos.

ACIDO ASCORBICO o acido L-ascorbico (AA), es una vitamina esencial y
un importante agente antioxidante hidrosoluble, que se sintetiza
guimicamente a partir de la glucosa, mediante una serie de reacciones
enziméaticas

RUTINA: es un glicésido del flavonol conocido como vitamina P (quercetina-
3-ramnosil glucésido), es un antioxidante formado por una molécula de
guercetina unida a una glicosilacion.

TROLOX: es un analogo de la vitamina E soluble con actividad antioxidante
utilizado para reducir el dafio por estrés oxidativo

DPPH: técnica que emplea el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo como radical
sintético, para evaluar la actividad antioxidante de compuestos extraidos de
plantas. Su funcion es ser un radical oxidante que va a ser reducido por el
antioxidante.

ABTS: técnica que emplea el Acido 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS) como radical sintético para evaluar la actividad antioxidante
de compuestos extraidos de plantas.
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RESUMEN

Algunos compuestos con propiedades antioxidantes favorecen la homeostasis de
oxido-reduccion cumpliendo un papel importante en el control del estrés oxidativo
implicado en la fisiopatologia de multiples enfermedades de origen inflamatorio,
isquémico, neurodegenerativo, entre otras. Por décadas, las plantas medicinales
han sido una fuente importante de compuestos con actividad biologica. llex guayusa
L. es un arbol originario de América del Sur; sus hojas son empleadas por tribus
indigenas amazodnicas para aliviar dolores y prevenir efectos no deseados a nivel
del sistema nervioso central. Los compuestos fendlicos y los carotenoides son los
metabolitos secundarios mayoritarios. Por lo anterior, ésta especie es una excelente
candidata para explorar sus propiedades terapéuticas relacionadas con la
prevencion de procesos patoldgicos.

Objetivos: evaluar la actividad antioxidante de extractos y fracciones obtenidos a
partir de las hojas de llex guayusa Loes.

Material y métodos: Los extractos y fracciones se obtuvieron por Soxhlet con
solventes de polaridad creciente. La actividad antioxidante se evalu6 de acuerdo
con los métodos de decoloracién con el radical cationico ABTS y por el radical libre
DPPH*, en un rango de concentraciones de 40 a 200 ppm. El Acido Ascérbico y la
rutina fueron utilizados como controles positivos.

Resultados: Para los extractos y fracciones evaluados, extracto etandlico total,
fracciones en diclorometano, acetato de etilo y etanol, por el método de DPPH, se
obtuvieron los siguientes valores de indice de captacién media de electrones en
ppm (IC50): 23,58, 414,96, 64,18 y 4,58 y por el método de ABTS se encontraron
los valores de IC50: 10,66, 93,35, 32,89 y 3,82, respectivamente. Los valores de
IC50 para los controles positivos (Acido Ascorbico y Rutina), fueron de 0,52 y 9,2
(DPPH) y 0,50y 6,93 (ABTS).

Conclusion: La fraccion etandlica obtenida a partir de las hojas de llex guayusa L.
mostré la mayor actividad antioxidante por los métodos de DPPH y ABTS con
valores de IC50 bajos (4,58 y 3,82) y menores a los obtenidos con los controles
positivos, en el caso del ABTS. El efecto antioxidante de la fraccion etandlica puede
ser atribuible a la presencia de compuestos fendlicos, especificamente a los
flavonoides

Palabras clave: Guayusa, llex guayusa Loes, cancer, actividad antioxidante,
composicion quimica.

Keywords: Guayusa, llex guayusa Loes, cancer, antioxidant activity, phytochemical
composition.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios el aumento por el conocimiento de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) ha revolucionado la medicina (1). El sistema antioxidante es
conocido debido a su rol en el mantenimiento del pH y la neutralizacion de los
radicales libres, evitando el dafio celular (2). La naturaleza de la asociacién entre
radicales libres y la génesis de diferentes enfermedades es compleja y paraddjica
ya que se ha demostrado que los radicales libres y el estrés oxidativo pueden
inducirlas. (3)

Actualmente, ya son bien conocidos los beneficios de una dieta rica en alimentos
de origen vegetal para la salud humana. Esto porque cuentan con diversidad de
fitoquimicos con accion antioxidante (4).

El género llex (Aquifoliaceae) se reconoce por sus diferentes usos tradicionales,
componentes quimicos y su importancia farmacoldgica. La mayoria de las plantas
de este género son fuentes ricas en triterpenoides y saponinas. Ademas, estas
plantas también contienen flavonoides, alcaloides, antocianinas y otros fenélicos lo
que les confiere numerosas actividades biolégicas como antioxidante,
antimicrobiana, citotéxica, anti inflamatoria, neuro protectora y hepatoprotectoras
(5,6).

Una de las principales representantes es Guayusa (llex guayusa L.) quien es
reconocida por muchas de estas propiedades ademas de su actividad antiviral,
hipoglucemiante, antifingica y estrogénica. Es por ello que merece una exploracion
para desarrollar tratamientos alternativos y costo-efectivos, que optimicen y aporten
a la prevencion y terapéutica de procesos patolégicos (7,8).
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL
e Evaluar la actividad antioxidante de extractos y fracciones obtenidas a partir
de la planta llex guayusa Loes.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obtener el extracto de la planta llex guayusa Loes mediante la técnica de
Soxhlet.

e Investigar la actividad y el contenido de compuestos antioxidantes de la
especie llex guayusa Loes.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

El estrés oxidativo desempefia un papel primordial en diferentes desérdenes
fisiolégicos y la agudizacion de la enfermedad hasta llegar a alterar el desempefio
fisico y/o psiquico de una persona “supuestamente” sana.

2.2 JUSTIFICACION

Se ha entendido en los ultimos afios la importancia de conocer a cabalidad acerca
de las especies reactivas de oxigeno y su relacion con los diversos procesos
patologicos. Actualmente, esta documentado que son generados por diferentes
factores, exdégenos o enddégenos. También se reconoce que para mantener una
homeostasis en el organismo debe existir un equilibrio entre radicales libres y
antioxidantes. Sin embargo, son mas las condiciones que favorecen la produccién
de radicales libres generando asi un estado conocido como estrés oxidativo,
proceso desencadenante de estados clinicos tales como la aterosclerosis, el
envejecimiento y el cancer, entre otras. Ahora bien, se postula que el promover la
accion antioxidante producira beneficios a gran escala en este tipo de condiciones.

(1)

Si bien las enfermedades cronico-degenerativas tienen multiples presentaciones y
los radicales libres son factores de gran importancia, no se deja de lado todos los
otros factores desencadenantes de las mismas. La produccién de oxidantes en las
dietas actuales ha sido desbordada, por lo que seria de gran importancia consumir
alimentos que tengan un grado de proteccion antioxidante. (9)

Estos son los temas que motivaron este proyecto de investigacion, encontrando una
alternativa desde la farmacologia vegetal, con el extracto de la planta llex guayusa
Loes, reconocido por sus beneficios antioxidantes. (10)

Aportando asi conocimiento cientifico que permita la apertura y avances de nuevos

estudios a partir de éste, facilitando asi una opcién de manejo costo-efectivo frente
a estas patologias en la poblacion de paises subdesarrollados como el nuestro.
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3. MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DEL GENERO llex

El género llex es el Unico género que comprende cerca de 600 especies de la familia
Aquifoliaceae, esta ampliamente distribuido. Se reconoce por sus diferentes usos
tradicionales ademas de componentes quimicos y su importancia farmacoldgica.
Sus aplicaciones se basan en la elaboracion de bebidas tipo té para consumo diario
como habito que promueva el bienestar y la salud (11).

Esta conformado por arboles o arbustos por lo general dioicos, que habitan en zonas
tropicales y templadas de ambos hemisferios, principalmente en Centro y
Sudamérica, donde se presenta su centro de diversificacion (12).

Se les atribuye entre sus usos tradicionales propiedades curativas “purgativas,
vomitorias, diuréticas y estimulantes”, se utilizan en actividades ceremoniales y en
épocas navidefias las ramas con frutos de por lo menos dos especies son utilizadas
como adornos (13).

3.2 ESPECIES REPRESENTATIVAS DE LA FAMILIA AQUIFOLIACEAE

NOMBRE DE LA PRINCIPALES ACCIONES SOPORTADAS
ESPECIE COMPONENTES POR LA LITERATURA
llex Acido clorogénico, &cido Antioxidante, antimicrobiano (S.
paraguariensis  cafeico, flavonoides, aureus, E. coli, B. cereus, E.

derivados  del acido Cloacae, S. enteritidis) también
hidroxicinamico. (14,15) antimicético excepto A. niger,
antiinflamatorio, neuroprotector,
hipolipemiante, aterosclerosis,
antiproliferativa. (16,17,18,19)
llex cornuta Saponinas triterpenoides. Efecto protector del
(20) cardiomiocito en enfermedades
cardiovasculares,
antiinflamatorio. (20,21)
llex latifolia Saponinas, flavonoides. Antioxidante, citotdxico contra
Thunb Acido clorogénico, 3,4-di- células tumorales,
O- cafeoilquinico y éster antiinflamatorio, neuroprotector
metilico del acido 3,5-di- en isquemia transitoria, deterioro

O- cafeoilquinico (22) de memoria (Enf. Alzheimer).
(23,24,25)
llex pubescens  Flavonoides (26,27) Enfermedades cardiovasculares

y cerebrovasculares, tolerancia a
isquemia cerebral (26,27)
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llex hainanensis  Triterpenoides, Hipolipemiante. (28).

Merr flavonoides 'y  acidos
organicos. (28)
llex asprella Triterpenoides, Anticancerigenas,

flavonoides, acido fendlico antiinflamatorias y antivirus. (29).
y compuestos fendlicos
alcaloides. Los mas
caracteristicos son los
triterpenoides 'y  sus
saponinas. (29)
llex spinigera Flavonoides Antiinflamatoria, antioxidante.
La xantina teobromina e (30,31)
ilexantina (30,31)
llex laurina Cafeina, teobromina, Antioxidante (32).
acido clorogénico y p-
cumarico (32).

llex guayusa Cafeina, escualeno, alfa Antioxidante, antimicrobiano.
Loes amyrina. (33). (33).

Tabla 1. Especies representativas del género llex. Fuente: Elaboracion propia

3.3 GENERALIDADES DE llex guayusa L.
3.3.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS Y TAXONOMICAS

llex guayusa L. Es un arbol miembro de la familia Aquifoliaceae, nativo de América
del sur y emblematico de la regidbn amazonica colombiana, ecuatoriana y peruana
formando parte de los bosques tropicales (7,34,35). También conocida como
guayusa, guafusa, huayusa, aguayusa y wuayusa (34).

Respecto a su distribucion altitudinal llex guayusa L. crece en Colombia a 2,000
metros sobre el nivel del mar. En Ecuador la distribucion varia desde el nivel del mar
hasta 1,500 msnm (34). En general se distribuye en altitudes entre 200 y 2,000
msnm.

Este arbol tiene una amplia distribucién geografica en diversos departamentos de
Colombia como Narifio, Putumayo, Caquetad y Cundinamarca, y municipios como
Viota lugar representativo por su sendero ecolégico ambiental conocido como
Mogambo (34).

llex guayusa L. es un arbol de hoja perenne con una esperanza de vida de mas de
2 afnos. La planta es dioica caracterizada por tener pies masculinos y femeninos
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individuales, la cual alcanza entre 6 y 10 metros de altura, incluso hasta los 15
metros, con un tronco ramificado de hasta 1 metro de diametro (8,34)

Sus caracteristicas taxonomicas se desglosan en la figura 1.

Reino: Plantae

L7

Filo: Magnoliophyta

T

Clase: Magnoliopsida

X

Orden: Celastrales

Familia: Aquifoliaceae

.1

Género: llex

LY

Especie: llex guayusa Loes

Figura 1. Caracteristicas taxonémicas de llex guayusa Loes Fuente:
Elaboracién propia

3.3.2 HISTORIA'Y USOS TRADICIONALES

La llex guayusa L. ha sido una planta reconocida e importante en diversos estudios
arqueoldgicos. Se destaca su uso desde la época precolombina, en las
comunidades amazonicas kichwa.

Su uso se describe por lo menos hace 1500 afios en actividades ritualistas y
ceremoniales, tal como lo evidencié el bidlogo estadounidense Schultes en uno de
sus hallazgos arqueoldgicos donde se encontrd la tumba de un chaman en Bolivia,
en la cual se observé hojas secas y prensadas de guayusa, un mortero y una maja.

(8)

Segun el concepto de "cosmovision" de los grupos étnicos amazonicos, llex
guayusa L. podia ser utilizado como una bebida magica dado su efecto purificador
y detoxificador gastrointestinal y como inhibidor del apetito. Ademas, lo utilizaban
en altas concentraciones para mejorar sus habilidades y destrezas, sofiar, prever y
adivinar el futuro. (8,34).
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A mediados del siglo XIX, y en base a diversos estudios etnobotanicos histéricos se
evidencio el efecto y uso de llex guayusa L. en el tratamiento de personas
intoxicadas, alteraciones menstruales, diarrea, dolor de cabeza y estomago.
Asimismo, se le atribuye accion diurética, hipotensora, hipoglucemiante,
energizante y estimulante. Ademas, en cuadros de asma, fiebre; infecciones
venéreas, infeccion bucal o periodontal, infertilidad, pérdida de peso, y mejoria de
la funcién de préstata y rifion. (34,36)

3.3.3 FITOQUIMICA Y NUTRIENTES

Andlisis fitoquimicos recientes han proporcionado evaluaciones cualitativas y
cuantitativas del contenido nutricional y la composicion quimica de esta planta.
Diversos estudios cientificos han descrito la importancia de la presencia de varios
compuestos entre estos las metilxantinas: cafeina a 36 mg/ml y teobromina 0.3
mg/ml, consideradas alcaloides. (36,37); al primer componente se le atribuye su
propiedad estimulante (1972 Holmstedt y Lindgren) (35). En un estudio realizado
en el 2013 el contenido de cafeina en guayusa en peso seco oscilaba entre 2.90 a
3.28% (38) y en una publicacion mas reciente Wise and Santander (2018)
describieron un rango de concentracion entre 19.08+0.31mg/g en hojas frescas de
guayusa. (37)

De acuerdo a sus componentes nutricionales y dietéticos llex guayusa L., se
compone principalmente de carbohidratos (64.1 + 1.5 g/100g), su componente
principal es fibra cruda (37.0 £ 1.7 g/100q), y tiene bajos valores de energia, sal,
grasay azucar (Wise y Santander 2018) (36).

Se han identificado en estos 17 aminoacidos, los de mayor relevancia son la alanina,
glutamina y triptéfano. Actualmente de forma hipotética describen la presencia de
L-teanina un &cido glutamico al que se le atribuye sinergismo con la cafeina. (36)
aunque se ha expuesto esto en el momento no se conoce de ningun estudio
cientifico valido que evidencia la presencia de este aminoacido en la planta.

En su analisis quimico se describen 16 elementos, incluidos el potasio, fosforo,
magnesio, sodio, aluminio, bario, cobre, hierro y zinc entre otros. (36)

En diversas investigaciones se han reportado sus metabolitos secundarios mas
importantes, entre estos estan los carotenoides y compuestos fendlicos (acido
hidroxicinamico, y el acido clorogénico). Ademas, de la presencia de triterpenoides
pentaciclicos, acidos oleandlicos y ursodlicos, xantinas, flavonoides, saponinas y
derivados del &cido clorogénico, ésteres de amirina y palmitato de amirina.
(34,35,36,37)

El acido ursdlico en un estudio cientifico mostré actividad biolégica importante, este

permite la activacion de la Proteina G acoplada al receptor de acido biliar (TGR5),
jugando asi un papel importante en la regulacion del metabolismo de los lipidos y
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glucosa, lo que sugiere su asociacion en tratamientos para la diabetes y el sindrome
metabdlico. (35)

Asi mismo, en el afio 2017 se expuso que la quercetina-3-O-hexosa y el acido
clorogénico son las principales moléculas bioactivas del extracto de guayusa, dichos
compuestos son los encargados de proveer las propiedades antioxidantes,
anticancerigenas y antiinflamatorias de llex guayusa L. (35)

Adicionalmente esta planta presenta cantidades importantes de esteroides,
terpenos y compuestos lactonicos o cumarinas, saponinas, fenoles, taninos, aceites
esenciales, azucares reductores, flavonoides y quinonas. Por otra parte, riboflavina,
acido ascorbico, piridoxina en tisanas se encuentra en menor cantidad. (8,38)

COMPUESTO CONTENIDO MG/ML
Cafeina 36
Teobromina 0.3
Acidos clorogénicos 52
Polifenoles totales 10
Catequina 2
Isoflavonas 0.8
Epicatequina 0.179
Epicatequina galato (ECG) 0.199
Galato de epigalocatequina 0.0876
(ECG)
Epigalocatequina (EGCG) 1.11
Kaempferol Trazas
Naringina Trazas

TABLA 2. Contenido de metabolitos secundarios presentes en el extracto de
llex guayusa L. (Kapp et al. 2016)

3.3.4 TOXICIDAD

Se han realizado diversos estudios con modelos animales y humanos. En el estudio
de Kapp et al. del 2016 describieron que guayusa no tiene genotoxicidad (36,40).
La dosis letal (LD 50) descrita para guayusa es > 5,000 mg/kg en ratas hembras.
(36)

En un estudio subcrénico (90 dias) realizado en ratas, se administré el extracto de
guayusa a concentraciones de 1.200, 2.500 y 5.000 mg/kg/dia, sin evidenciar
reacciones adversas en el grupo expuesto a la planta. (36, 40)

Por dltimo, un ensayo clinico aleatorizado doble ciego de 12 hombres adultos
compard los efectos en el sistema nervioso central y a nivel sistémico del extracto
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de guayusa y la cafeina sintética, cada dosis contenia 200 mg de cafeina (Krieger
et al. 2016), en donde no se observaron reacciones adversas.

Por lo que se concluye que llex guayusa L. es una planta de uso seguro segun lo
descrito en la literatura. (36)

3.3.5 ACTIVIDADES BIOLOGICAS

El estudio fitoquimico de las plantas ha aumentado en los ultimos afios otorgandoles
un papel muy importante en su aplicacion frente a diversas patologias gracias a sus
propiedades medicinales.

Los compuestos bioactivos de llex guayusa L. le han atribuido diversas acciones,
entre estas, su efecto antioxidante, antitumoral, hipoglucemiante, hipolipemiante,
antimicrobiano, estimulante del sistema nervioso central, antiinflamatorio, diurético,
antienvejecimiento, entre otras. Es por esto que varios estudios de esta planta han
descrito entre sus componentes mas relevantes los compuestos polifendlicos, los
alcaloides (metilxantinas), los terpenos (saponinas) y las cumarinas. (37,38)

Investigar y conocer cada dia mas sobre las plantas permite ir mas alla del uso
empirico de estas, desarrollar nuevos farmacos con validez cientifica, brindando
nuevas alternativas terapéuticas costo-efectivas y accesibles.

+ ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE: Se ha descubierto que la llex guayusa L.
posee un gran contenido en fenoles y carotenoides (37,38,41). Los carotenos
son de gran interés pues se les atribuyen varios efectos benéficos en la salud
dado su efecto antioxidante (42), al que se le atribuye la actividad de
desactivar moléculas sensibilizadoras excitadas electronicamente,
responsables de generacién de radicales y especies reactivas de oxigeno.
Los compuestos fendlicos deben su actividad antioxidante principalmente a
sus propiedades redox, que les permite actuar como agentes reductores
donadores de hidrégeno y electrolitos (43,44)

La actividad antioxidante del té de guayusa usando varios bioensayos,
informan del contenido polifendlico total, determinando la actividad de
absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) entre 1728 - 2019 MmoITE / g de
masa seca. (36)

En diferentes estudios sobre la especie llex guayusa L. se han podido
identificar 14 compuestos fenodlicos de acuerdo con su estado de
maduracion, dentro de estos se destacan 9 acidos hidroxicinamicos y sus
derivados , 5 flavonoides sobre todo en hojas jévenes (41), dentro de los
acidos hidroxicinamicos estda su compuesto el acido clorogénico que
corresponde a su vez a los acidos cafeolquinicos (37, 38, 45), los cuales
poseen funciones antioxidantes, antiinflamatorias y actividad hipoglicemiante
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reforzando aun mas la importancia de la guayusa en estos estados
fisiopatologicos.

La quercetina, compuesto flavonoide de la planta, tiene multiples funciones
clinicas entre ellas actividad anticancerigena y antiinflamatoria; ademas es
usado en multiples patologias como las alergias, diabetes y protector
cardiovascular. Otros derivados encontrados son el kaempferol productor de
coenzima Q10 antioxidante intracelular y catequina sustancia en estudio para
la prevencion y tratamiento del cancer (45). Con respecto a los compuestos
carotenoides en los estudios se han descrito de 5 a 7 de sus componentes,
los mas relevantes son la neoxantina, la luteina y los alfa y beta carotenos,
estos compuestos son muy susceptibles de ser modificados durante el
proceso de preparacion de la planta, esto debido a que existe una mayor
concentracion en plantas jovenes y en las expuestas a luz solar contrario de
la planta madura o poco expuesta al sol. (42)

El aislado proteico de llex guayusa L. nos muestra como la actividad
antioxidante varia de acuerdo al pH y la concentracién del mismo, entre un
rango de 3,0 y 5,0 con mayor actividad en pH de 4,5 a concentraciones de
100 y 1000 ug/ml. Estos hallazgos destacan su uso como suplemento
alimenticio. (46).

EFECTO ANTITUMORAL: Se han realizado diversos estudios que le
atribuyen a llex guayusa L. su efecto antitumoral y que han permitido
desarrollar nuevas alternativas terapéuticas frente al cancer. Entre ellos
podemos destacar los compuestos activos de polifenoles; los derivados de
acido fendlico mono, di-cafeoilquinico, &cido clorogénico, acido
isoclorogénico, acido neoclorogénico; los terpenos entre ellos las saponinas
y los alcaloides como la cafeina y la teobromina los cuales tiene particular
propiedad supresora en células tumorales metastasicas. (37,39)

En publicaciones realizadas en 2019 y 2020, se estudiaron los extractos de
las plantas llex guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri sobre la linea
celular de cancer de mama MCF- 7, en los cuales se evidenciaron que su
funcionamiento en conjunto generaba en la célula una mayor susceptibilidad
a sufrir apoptosis dada la sobreexpresion del gen Bax, en homodimeros (Bax:
Bax). Ademas, llex guayusa L. presentd un efecto concentracion-
dependiente, es decir mientras mayor sea la cantidad en la dilucibn mayor
serd su efecto; Uncaria tomentosa y Croton lechleri presentaron un efecto
muy favorable sobre la linea celular MCF-7 lo que permite atribuirles la
actividad anti-metastasica. (39)

EFECTO CONTRA MICROORGANISMOS: Diversos estudios describen en
llex guayusa L. sus efectos antibacterianos, antiparasitarios y antifingicos,
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acciones atribuidas a la presencia de cumarinas en sus compuestos activos
(38).

Frente a Staphylococcus aureus presenta halos de inhibicién de 14 mm (34).
Ademas, mencionan su efecto antibacteriano sobre Escherichia coli. (36)

Asi mismo, es utilizada en diversos procesos infecciosos periodontales y
bucales actuando sobre patdégenos como Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia y Fusobacterum nucleatum. (36)

Por ultimo, llex guayusa L. muestra importantes efectos antiparasitarios en
patologias como la leishmaniasis, malaria, chagas y su actividad antifangica
contra Candida albicans. (34).

EFECTO NEUROESTIMULANTE: Teniendo en cuenta el alto contenido de
cafeina en la planta, se ha encontrado estimulo directo sobre el sistema
nervioso central y simpatico, generando un efecto en el sistema circulatorio,
dando como respuesta el aumento del estado de alerta y mejorando la
actividad para realizar tareas fisicas. (34) Ademas genera un estimulo que
mejora el estado de &nimo y la cognicién; siempre y cuando su consumo total
no exceda de 400 mg/d. (40)

Ante la presencia de L-teanina se describe la reduccién de la fatiga fisica y
mental, el estrés, la ansiedad y la esquizofrenia dando a este un efecto
neuroprotector a destacar. (37,38)

EFECTO HIPOGLUCEMIANTE: Se conoce que los mecanismos de accién
de las plantas para disminuir los niveles de glucosa se pueden atribuir a los
siguientes factores:

« Aumento de los niveles de insulina por estimulacion sobre las células

beta del pancreas

+ Resistencia a las hormonas que aumentan la glucemia

« Aumento del nimero y sensibilidad de sitios receptores de insulina

« Disminucién de la pérdida de glucégeno

« Aumento de glucosa en los tejidos y érganos

Lo que se busca con el desarrollo de nuevos farmacos es prevenir la
absorcién de los carbohidratos después de su consumo. Esta idea se centra
en aguellas enzimas que permiten la descomposicion de los almidones
complejos, es decir las glucosidasas (enzimas localizadas en el borde en
cepillo del intestino delgado), estos inhibidores al unirse a las glucosidasas
intestinales inhiben su accion, logrando interferir en la hidrolisis de los
oligosacaridos y de los disacéaridos, disminuyendo y retardando su absorcion.
En estudios del extracto de llex guayusa L. se evidencia que el extracto
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metandlico presentd mayor efecto dosis respuesta IC50 de 437,48 mg/ml.
(43)

Ademas, se observo en un estudio en ratones con diabetes mellitus tipo |
efectos tales como la reduccién de la hiperglucemia, polidipsia, pérdida de
peso y hemoglobina glicosilada, resultados secundarios a la inhibicion de las
enzimas a y b glucosidasas. (34)

La Guanidina, uno de los compuestos de llex guayusa L. puede también
explicar su efecto hipoglicemiante. Se describe un estudio en ratones no
diabéticos que reduce niveles de glucosa sin afectar parametros normales en
su homeostasis. (34).

3.4 RADICALES LIBRES DE OXIGENO Y ESTRES OXIDATIVO

Dada su naturaleza dual, el oxigeno tiene potenciales efectos toxicos y benéficos.
Esto se le confiere a su estructura que tiene la actividad de presentar reacciones
guimicas en nuestro organismo. Uno de sus resultados es la produccion exagerada
de radicales libres, especie quimica que tiene una elevada capacidad y reactividad
frente a ciertos compuestos por su estructura de uno o mas electrones no pareados,
lo que los hace muy inestables. (47)

Los radicales libres hacen parte de las especies reactivas de oxigeno (ERO) de las
cuales las mas comunes y de mayor importancia biolégica son: oxigeno singlete
(102), radical hidroxilo (HO.), radical alcoxilo (RO.), radical-anion superoxido (O2.-
), 6xido nitrico (NO), peréxido de hidrogeno (H202), acido hipocloroso (HOCI) y
peroxinitrito (ONOO-). (47,48)

Especie reactiva Simbolo Vida Origen y reactividad
media (s)
Superdxido (0 g 101 Producto metabdlico de la fosforilzacidn oxidativa

generado en la mitocondria, sistema vascular, entre
otros.

Radical hidroxilo ‘OH 10° Altamente reactivo, generado durante la sobrecarga de
hierro y diversas reacciones en el organismo.

Perdxido de HO, Estable  Generado en el organismo como producto dela

hidrégeno } reaccion O, catalizada por superdxido dismutasa y a
través de un gran nimero de reacciones.

Radical peroxilo ‘0O0R Rango  Formade como producto del dafio oxidativo a lipidos,

delos  ADN y carbohidratos,
segundos

Hidroperdxido ROOH Estable  Producto del dafio oxidativo a lipidos, ADN y

orgdnico carbohidratos; puede reaccionar con metales de
transicion y formar nuevos radicales.

Oxigeno singlete 0, 10 Altamente reactivo, formado durante la

_ i fotosensibilizacién y reacciones quimicas.
Ozono 0, Rango  Presente en la atmésfera, puede reaccionar con

delos  diversas moléculas.

segundos

Tabla 3. Principales Especies Reactivas de Oxigeno (Ortiz y Medina, 2020)
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La produccion de ERO en el cuerpo humano es necesaria para el funcionamiento y
equilibrio de diversos sistemas. Dentro del metabolismo celular cumple funciones
como la interpretacion de sefales celulares, expresion de genes, proteccion
inmunoldgica, respiracion celular, entre otras. Los procesos enddgenos que las
generan son la respiracion mitocondrial, la activacion de polimorfonucleares, el
metabolismo del &cido araquidonico, las acciones enzimaticas y la catalisis por
liberacion de hierro y cobre. (47,48)

Los factores exégenos que pueden desencadenar produccion de especies reactivas
de oxigeno son mudltiples, entre ellos: exposicion a infecciones microbianas, que
producen activacion fagocitaria, durante una actividad fisica intensa, por la accion
de substancias contaminantes como el humo de cigarro, el alcohol y
estupefacientes, la ionizacién de rayos ultravioleta, la alimentacion inadecuada, la
exposicion a sustancias toxicas (fertilizantes y pesticidas), el metabolismo de
algunos farmacos y un elevado estrés fisico o psiquico. Es decir, el organismo se
encuentra sometido, de una forma continua, a la produccion de ERO por la accién
de factores externos que no son posibles de controlar por la persona. (47,49)

*Estrés
1. Factores que *Dieta rica en grasa saturada.
P * Alcohol
gener_an _estres * Xenobidticos
oxidativo *Ejercicio fisico intenso

*Radiacion solar
« Contaminaciéon ambiental

2. Incrementa la
generacion de
radicales libres

e Cardiovasculares

3. Mayor riesgo de *Neurologicas
adquirir *Metabolicas

\ *Oncolégicas
\ enfermedades *Dermatolodgicas

Figura 2. Factores y consecuencias de la excesiva formacion de radicales
libres. Fuente: Elaboracién propia

El estrés oxidativo tiene lugar en la célula y los tejidos cuando se produce un
desbalance a favor de las sustancias pro-oxidantes ya descritas y los antioxidantes,
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este incremento descontrolado puede dar origen a una activacion de las rutas de
generacion de mas ERO o a una inhibicién de las rutas responsables de su
inactivacion, esto dando lugar a la génesis de enfermedades. Esto dado a su
elevada reactividad y baja selectividad que finalmente compromete la homeostasis
celular dafiando biomoléculas de gran importancia en el organismo como ADN,
proteinas, carbohidratos, y lipidos; lo que conduce a dafos celulares, ocasionando
una cascada de alteraciones. (48,50)

RADICALES LIBRES Moléeulas ANTIOXIDANTES
Son mdouas Quimcamente nesabies P L e Snmouss e e acotn
Hoducto del funcionamiento normal del ~ Gestructvg 0 los radicals 1des. Pucden
OrpanIsmo y también de factores ambentales $0f CAZMAS PIOGUCICAS POr ¢f OZANSMO 0
(humo, rAACONES). @ SUSLaNCAs Que proviencn 6¢ 1os almentos.
) & fibe
Cémo actian Racca 1% - 65mo actian
< Tienen la capacicad 06 ceder
Gmmmmmm @ facimente un cloctitn.
2 moléculas estables cercanas.
Cuando $¢ encuentran con un

€ La moléeula agreaca se ouda (romdre

X Molécuias
Quimico de 12 pérada del electidn) y

apyeadas < RL

racical libre le coden un electrén.,

00 ¢ cumply su funcida, Y s¢ s €1 radical v 50 My s0
transforma en un nuevo racical e, R Rl 1
3

© 50 cesata v reaceitn o0 cacend t,.—of_,mm”mymm s

conde cada nuevo radical libre 0n uns sustencls §

e roda un electrén a ot

S S A G Qut 06 Componorkes otkres
0 0xden pr oo )

O exte proceso puece Garar o mazerai KNG : e
genético u otras partes de la célula Las mitocondrias y otras partes o¢ las
PrOVOCando enfermecades. Exston A 50N POUTICS POr 106 LORCNIS.
Susancas amadas antoxcantes Que
ovian & accdn 6¢ los radcales hbres y
mANLENEN ¢ OMKANSMO €N CQukdNG,

Figura 3: Mecanismo de accion de los radicales libres/antioxidantes. ( Diaz et
al. 2020)

3.5 ANTIOXIDANTES

Al definir el concepto de antioxidante biolégico nos referimos a los compuestos que
al estar presentes a una menor concentracién en comparacion con la de un sustrato
oxidable, son capaces de retrasar la oxidacion del sustrato. Los antioxidantes
juegan un papel fundamental en la reduccién del estrés oxidativo mediante la
proteccion del ADN contra las transformaciones malignas, asi como otros
pardmetros de dafio celular (49).

Existe una amplia gamma de antioxidantes que estan presentes en fluidos
corporales y tejidos. Se clasifican en dos amplios grupos, hidrofilicos o hidrofébicos.
Los hidrofilicos reaccionan con los oxidantes en el citoplasma celular y el plasma
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sanguineo, mientras que los hidrofébicos protegen las membranas celulares contra
la peroxidacion de lipidos (50).

El organismo cuenta con 3 mecanismos antioxidantes:

Mecanismo preventivo: involucra diversas proteinas que tienen la capacidad
de realizar enlaces con metales, entre ellas la albumina, metalotioneina y
ceruloplasmina, que poseen un nudcleo central de cobre; y la ferritina,
transferrina y mioglobina, que poseen un ndcleo central de hierro. La
deficiencia de estos complejos deja al organismo sin proteccién sobre la
sobreproduccion enddégena de ERO.

Mecanismo reparador: Del cual forman parte enzimas que restauran o
eliminan las biomoléculas que han sido dafiadas por el ataque de ERO. El
estrés oxidativo se refuerza cuando este factor es inhibido. Las mas
conocidas son: glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y
metionina-sulféxidoreductasa (MSR).

Mecanismo secuestrador: Por medio del cual se elimina el exceso de ERO.
Entre las enzimas encargadas de esto se encuentra la superéxidodismutasa
(SOD), GPx, catalasa y otras metaloenzimas. También hacen parte los
acidos grasos poliinsaturados, Urico y ascorbico (vitamina C), los tocoferoles
vitamina E), la bilirrubina, los carotenoides y flavonoides (47).

() *Catalasa () Endogenos:
QO *Superéxido dismutasa O  *Glutatién
O (SOD) O «nADPH
— *Sistema glutation ‘|<_E *Tocoferoles
'L *Glucosa fosfato = *Acido ascorbico
= deshidrogenasa ( genera N *Carotenoides (albimina,
N NADPH) Z  ceruloplasmina, &cidos
Z LLl  grasos)
L O  Exogenos:
Z *Etanol

*Etildimetiltiourea
*Dimetilsulféxido (DSO)

*N-acetilcisteina y otros
tioles

Tabla 4 : Tipos de antioxidantes (Diaz et al,2020)

A continuacion, se exponen la accién de algunos antioxidantes sobre las especies
reactivas de oxigeno:

-Vitamina C: Neutraliza el oxigeno singlete. Captura radicales hidroxilo. Regenera
la forma oxidada de la vitamina E.
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-Vitamina E: Neutraliza el oxigeno singlete. Captura radicales hidroxilo. Captura
anion superoxido. Neutraliza peréxidos.

-Betacarotenos: Neutraliza el oxigeno singlete.

-SOD: Eliminan el anién superoxido.

-CAT y GPX: Previene la reduccion del perdxido de hidrogeno para formar el radical
hidroxilo (53).

Es importante mantener una ingesta diaria de frutas y vegetales frescos ademas de
procurar controlar factores xenobiéticos, periodos prolongados de estrés psiquico y
fisico para prevenir la generacion excesiva de ERO (47).

A) Macromolécula C) Participa antioxidante
normal
L ~ /| Antioxidante
-@— i A R
/. N NS W e . lipidico mas
/ > T - . =
’// \..‘ > (:/ ‘ane.'mr*a Een 7, e impartante
\ Electrones \\ alimentos <
| ) ’ {u ' \"x
[ | apareados 7 Gocofentl) NG
\ / - / " N \‘
\ / O L AN
J/ b | \
N\, > | / ) |
.' - \/ @ — E'?ctrones
v utlles para
eliminar
radicales libres
/1
B) Macromolécula + N . v
b R e
oxigeno se forma radical B T e
) = VitaminaE _-~
libre > .
— A
A P
. . NSNS
. \/ V
> =3 \ Electrén v
// \ e g Dena un
\ > N\ electrén (se
apareado / \
._ ) / ' oxlda)
‘.‘ / |
\\\‘ / J/ > ',.\ /,,
= Sl R 3 / E) Control de radicales
S~ libres (no es perjudicial a

la célua)

Figura 4 : Produccién y estabilizacion de un radical libre (Coronado et al,
2020)
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3.6 ENFERMEDADES RELACIONADAS CON EL ESTRES OXIDATIVO

Estudios correlacionan el estrés oxidativo con la patogénesis de numerosas
enfermedades como aterosclerosis, enfermedad de Alzheimer, cancer entre otras
(55). A continuacion, mencionaremos algunas de ellas.

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER: Dado que las células neuronales muestran un
alto consumo de oxigeno son altamente vulnerables al dafio provocado por el estrés
oxidativo, ademas poseen un gran contenido de acido graso poliinsaturado el cual
es mas sensible a ser oxidado en comparacion con niveles normales de
antioxidantes (56).

Al llegar los radicales libres a la membrana celular, estos reaccionan con los acidos
grasos presentes provocando la destruccion de la misma y por tanto afectando su
permeabilidad lo que producira graves dafios celulares. Se han encontrado lipidos
hidroperoxidos toxicos resultado de la oxidacion de acidos en pacientes con
Alzheimer. (48)

La progresion de la Enfermedad de Alzheimer se ha relacionado con una interaccion
entre el estrés oxidativo y el péptido Beta Amiloide (AB) en un circulo vicioso. Se
continta estudiado el efecto del uso de antioxidantes como un factor para preservar
0 mejorar el rendimiento cognitivo en estos pacientes (56).

ASMA: El proceso de la produccién de ERO en la fisiopatologia del asma ya se
encuentra bien documentado. Estudios han demostrado que los eosinéfilos y
neutréfilos son generadores activos de estos radicales libres de acuerdo a la
severidad de la hiperreactividad. Se produce una anormalidad en el redox del
pulmén el cual, a pesar de tener gran variedad de antioxidantes, es superado por la
superproduccién de los oxidantes. Se sugiere que el consumo de glutation en la via
aérea del paciente asmatico esta en constante estimulacién, por lo que, a mayor
obstruccion del paso de aire, hiperreactividad, remodelacion, infecciones
recurrentes, exposicion a la polucion y alérgenos en los sujetos atdpicos se aumenta
mas el desbalance (57).

ENFERMEDAD RENAL: El estrés oxidativo juega un papel fundamental en la
insuficiencia renal aguda y cronica. Estudios indican que las lesiones renales ROS
estan elevados tanto en modelos humanos como animales (58).

La superproduccion de ERO en la enfermedad renal estan dadas por las vias de la
enzima NADPH oxidasa (NOX), la hiperuricemia, hiperglucemia y las citoquinas
inflamatorias a su vez que la disminucién del 6xido nitrico endotelial. (59)

Los anteriores factores contribuyen al dafio mitocondrial el cual es un factor
determinante en la progresion de la enfermedad. Esta afectacion de la mitocondria
disminuye la actividad mitofagica y los sistemas de defensa mitocondriales llevando
a una sobreproduccion de ROS. Este dafio podria verse reflejado en otros 6rganos
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como el corazon, evidenciandose remodelamiento fibroso tanto a nivel renal como
a nivel cardiaco (59).

OBESIDAD: Estudios han demostrado el papel del tejido adiposo blanco como
productor de ciertas sustancias bioactivas llamadas adipocinas, algunas de ellas
con funciones inflamatorias, como la interleucina-6 (IL-6), estas adipocinas inducen
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), generando estrés oxidativo.
Entre los mecanismos para producir ROS se encuentran la oxidacion mitocondrial y
peroxisomal de los acidos grasos, el consumo excesivo de oxigeno y las dietas ricas
en lipidos porque pueden alterar el metabolismo del oxigeno. El aumento del tejido
adiposo disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como el superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx). Finalmente se
produce disfuncién endotelial, principalmente al disminuir biodisponibilidad de
vasodilatadores como el 6xido nitrico (NO), lo que favorece la enfermedad
aterosclerotica (60,61).

ATEROSCLEROSIS: Enfermedades como la aterosclerosis han sido relacionadas
como muchas otras con la destruccion oxidativa de las proteinas. Las ERO atacan
a las proteinas fragmentandolas, produciendo ruptura de los enlaces peptidicos y
modificando sus aminoacidos. El radical hidroxilo en particular puede incluso
modificar casi todos los residuos de aminoacidos. Por lo anterior se considera que
la oxidacién de lipoproteinas contribuye a la progresion de la enfermedad (48).

Debido al aumento de la morbilidad respecto a enfermedades cardiovasculares se
ha despertado el interés por aumentar el consumo de alimentos ricos en polifenoles
dada su actividad frente a la lipoproteina LDL, el colesterol, la presion arterial, la
funcién endotelial y su efecto frente a la inflamacion (62).

La yerba mate por ejemplo aparece como un potente inhibidor de la oxidacion de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y los compuestos fendlicos tienen
propiedades captadoras de radicales libres e inhiben la oxidacién quimicamente
inducida de lipidos en las membranas (62,63). También se documenta que la yerba
mate normaliza la hiperviscosidad sanguinea y promueve un flujo sanguineo en
pacientes con riesgo de enfermedad cardiovascular para mitigar posibles isquemias
de miocardio (64).

CANCER: El cancer esta relacionado directamente con las diversas mutaciones
presentadas en el ADN, uno de los puntos criticos en los que se puede presentar
es la divisién celular (Inicio o detencidn), la cual se regula por la proteincinasa. Las
especies reactivas de oxigeno tienen la capacidad de alterar esta proteina la cual
no llevara a cabo su funcién adecuadamente produciéndose cumulos de células
dafiadas denominadas tumores (48,65).

Los polifenoles poseen actividad antiinflamatoria y citotoxica al modular los factores
de transcripcion que regulan la actividad de enzimas antioxidantes. Estos efectos
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son mediados por la inhibicion de la translocacion del nacleo NF-kB y en si favorece
la accion de las vias proliferativas (66,67).

ARTRITIS REUMATOIDEA: En pacientes con artritis reumatoidea segun diversos
estudios se presenta un aumento en sangre y en los monocitos de ROS de cinco
veces, en comparacion con sujetos sanos. A los radicales libres se les atribuye el
dafio articular dada su funcibn como segundo mensajero en la respuesta
inflamatoria e inmunoldgica. Ademas, la exposicion de las células T a un mayor
estrés oxidativo, perpetla la respuesta inmunitaria anormal. Por otro lado, los
radicales libres pueden degradar directamente el cartilago articular, atacando sus
proteoglicanos e inhibiendo su sintesis. El dafio oxidativo del acido hialurénico, las
proteinas y la oxidacidén de las lipoproteinas de baja densidad estan implicados
también en la fisiopatologia de ésta. Adicionalmente, se ha relacionado con la
mutacion de p53 en sinoviocitos similares a fibroblastos derivados de la artritis. Por
altimo, se ha asociado a una disminucion de tocoferoles, S-carotenos, retinoides y
de la baja actividad de la enzima superoéxido dismutasa. Al estrés oxidativo cronico
en la membrana sinovial se le ha atribuido el aumento de la presion intraarticular,
induciendo ciclos repetitivos de hipoxia / reoxigenacion (68, 69).

DIABETES MELLITUS: Como parte de las enfermedades metabdlicas existe una
relacion directa en la patogenesia, evolucién y/o complicaciones derivado de la
sobreproduccién de ERO. El aumento en la concentracion de glucosa intracelular
induce un incremento en la glucolisis y consiguiente formacion de piruvato, de esta
manera se aumenta la produccion de cofactores reducidos del ciclo de acidos
tricarboxilicos, aumentando la cadena respiratoria y la formacion de radicales libres
ademas de favorecer la glicacion directa de las proteinas (70).

ENVEJECIMIENTO: El envejecimiento es un proceso caracterizado por la pérdida
progresiva de la funcion de los tejidos y 6érganos. Las especies reactivas de oxigeno
estan directamente relacionadas con la teoria del estrés oxidativo del
envejecimiento dada la acumulacion de dafios inducidos por ROS. Estan
involucrados en varias condiciones relacionadas con la edad como la sarcopenia,
enfermedades metabdlicas, entre otras (71).

Recordemos que los radicales libres son un subproducto del metabolismo de los
alimentos, de la respiracion y del ejercicio fisico; pero asimismo consecuencia de la
polucién industrial, del tabaquismo, de las radiaciones, del uso de pesticidas y
aditivos alimentarios. Actuando como elementos toxicos atacando de forma
principal las membranas lipidicas celulares, alterando su fluidez y elasticidad, con
ruptura de la misma depositando lipofuscina a nivel de la epidermis cutanea, a nivel
de las neuronas y en las células miocardicas. Por ultimo, actian contra las
proteinas, las enzimas, el tejido conectivo y contra el mismo ADN siendo un factor
precipitante del envejecimiento en el cual se debe intervenir dados los multiples
factores implicados para su control (72).
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Figura 5 : Estrés oxidativo en envejecimiento (Solé,2005)
3.7 COMPUESTOS FENOLICOS Y SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los compuestos fendlicos son sintetizados por las plantas, estos estan constituidos
por un grupo hidroxilo unido directamente a un grupo hidrocarburo aromaético.

OH

CH; CHZOH

OH

HO

OH

Apigenina

OH (o]

OH

- COOH .
OCHz Acido siringico

Lignanao

CH30 OCH;

OH

Figura 6 : Ejemplos de estructuras de compuestos fendélicos. (Gimeno, 2004)
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Estos se clasifican segun su estructura quimica en 2 grandes grupos.

+Eenoles no carboxilicos *2 grupos bencénicos unidos por un

-Acidos fenoles: derivados del acido puente trlcarbunad?:

benzoico y del cido cindmico. * Subgrupos: Antocianos, Flavonas,
flavononas, flavanoles,
flavanonoles,flavanoles, taninos

condensados y lignanos.

Figura 7 : Clasificacion de los compuestos fendlicos (Gimeno, 2004)

Dentro del grupo de fenoles son muy importantes los flavonoides, estos son
compuestos con una alta actividad antioxidante que estan presentes en la mayoria
de las plantas. Los flavonoides constituyen las clases mas importantes de
polifenoles, con mas de 5.000 compuestos ya identificados, los cuales no son
sintetizados por el cuerpo humano (73).

Los compuestos fendlicos son reconocidos por su importancia e impacto con su
accién antioxidante, tanto como captadores de radicales libres como quelantes de
metales. El grupo de los flavonoides es el mas extendido en la naturaleza y dentro
de ellos, los flavonoides son los que poseen una mayor actividad antioxidante (73).

Actividad estrogénica/antiestrogénica

Inhibicidn de la proliferacion celular: inhibicion del ciclo celular o
induccion de apoptosis en células tumorales

Inhibicion del dafio oxidativo del ADN
Activacion de las enzimas de detoxificacion de carcin6genos

Disminucion de la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Disminucion del proceso inflamatorio en la placa de ateroma

Inhibicién de la agregacion plaquetaria
Estimulacion de la sintesis de 6xido nitrico
Estabilizacion de las fibras de colageno de la pared arterial
Actuacion como fitoestrogenos( isoflavonas y lignanos)

Tabla 5: Efectos atribuidos a los compuestos fendlicos en la prevencion de
las enfermedades cardiovasculares. (Gimeno, 2004)

34



La importancia de estos compuestos recae sobre su capacidad de prevenir el
cancer, las enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, entre otras
patologias que afectan de forma ascendente la poblacién (73).

3.8 EXTRACCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
3.8.1 METODOS DE EXTRACCION

El proceso de extraccion es fundamental para la obtencibn de compuestos
bioactivos en plantas y se define como la accién de dividir con un liquido una
fraccion especifica de una muestra, conservando al maximo el resto de los
compuestos. Son denominados de la siguiente manera: extraccion sélida/liquido;
extraccion liguida/liquido y extraccion gas/liquido (74). Es decir, existen diversos
métodos para extraer los principios activos contenidos en una planta, los cuales
necesitan de un liquido extractivo que va a depender del procedimiento técnico y de
la naturaleza quimica del principio activo.(75)

Existen diferentes métodos de extraccion en la actualidad los cuales se mencionan
en la figura 8.
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- — Decoccion
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Lixiviacidm
R Continua
Soxhlet

Figura 8: Métodos de extraccién de compuestos bioactivos en plantas
(Castro,2017)

Teniendo en cuenta el método existen diferentes ventajas y desventajas en cada
uno de ellos. A continuacion, se exponen algunas de ellas:
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METODOS DE

EXTRACCION VENTAJAS DESVENTAJAS APLICACIONES
Amplia gama de Exposicién e Téverde
disolventes (agua, prolongada a e Semillas de
metanol, etanol, disolventes a altas uva
hexano, etc.). temperaturas e Cascarade
F&cil de instalar Alto riesgo de granada

Extraccion con Bajo costo de degradaciéon de los

solventes instalacion compuestos
Se obtiene producto Se requiere una
purificado con fluidos cantidad enorme de
supercriticos (CO2) disolvente
La purificacion
posterior al proceso
es una necesidad
Tiempo de exposicion Procesamiento por e Té verde
corto (1-3 minutos) lotes e Radix
Menor degradacién de Es necesario un astragali
Extraccion los compuestos procesamiento e Hypericum
asistida por Reduccion del uso de posterior perforatum y
microondas disolventes Thymus
vulgaris

Configuracion sencilla Tiempo de extraccion

y facil de escalar largo e Téverde

No se requiere Falta de uniformidad e Pulpade

procesamiento en la distribucion de manzana
Extraccion posterior las olas e Saponina del
asistida por Aplicacion a  baja ginseng
ultrasonido temperatura

Puede ser usado para

compuestos

termolabiles

Tabla 6: Ventajas y desventajas de algunos métodos de extraccion (Pasrija &
Anandharamakrishnan, 2015)

En el presente estudio fueron utilizados la extraccion por disolventes y el método
Soxhlet.

3.8.2 EXTRACCION POR DISOLVENTES

Esta técnica separa los compuestos solubles utilizando una matriz liquida que seria
el disolvente. Dado que esta técnica permite por medio de la roto-evaporacion del
extracto que los solventes organicos sean posteriormente removidos, se logran
aislar los compuestos bioactivos facilmente. Es una técnica por ello muy utilizada.
Inicialmente la absorcién del disolvente produce edema del tejido vegetal por accion
de la capilaridad por expulsar el aire contenido en el citoplasma. Esto induce un
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momento dipolar en las moléculas de los compuestos que van a ser extraidos. De
esta manera las sustancias extraibles se adhieren a las moléculas del solvente (76).

3.8.3 CONDICIONES DE EXTRACCION

Son importantes las condiciones de extraccibn puesto que estas actdan
directamente en la eficiencia de la extraccion y en la calidad obtenida del extracto.

3.8.4 TIPO Y CONCENTRACION DEL DISOLVENTE

Se deben emplear diferentes soluciones debido a que los compuestos bioactivos
poseen variadas caracteristicas y polaridades que pueden o no ser solubles a un
solvente en particular, entre las diferentes soluciones acuosas esta el etanol,
metanol, acetona y acetato de etilo. El disolvente se elegira de acuerdo a la finalidad
de la extraccion, en el caso de las plantas se utilizan disolventes con altas
polaridades pues se quiere obtener la mayor parte de los compuestos, los
disolventes de baja polaridad son mas selectivos y se usan para extraer un
constituyente determinado (77).

Otros factores a tener en cuenta son: la seguridad, salud ocupacional, medio
ambiente, riesgo de impurezas (calidad), punto de ebullicién, temperatura de
congelacion, densidad, reciclabilidad y costo (78).

3.8.5 METODO SOXHLET

Es otro de los métodos de extraccion utilizados para obtener compuestos bioactivos
en plantas. En su proceso inicialmente se realiza colocacion del solvente en un
balén. Posteriormente por ebullicion el solvente se evapora hasta un condensador
a reflujo. Este condensado llega a un recipiente que contiene un cartucho poroso
con la muestra en su interior. Posterior a ello, se produce el ascenso del nivel del
solvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que se produce el reflujo que
vuelve el solvente con el material extraido al balén. Este proceso se repite lo
necesario hasta que la muestra se agota. El resultado de la extraccion se va
concentrando en el balon del solvente (74).
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Figura 9: Extraccion con método de soxhlet (Nufiez,2020)

3.8.6 METODOS DE CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

En los ultimos afios se han descrito multiples técnicas para evaluar la actividad
antioxidante tanto en plantas como en alimentos, a continuacion, se describiran las
2 técnicas utilizadas en este trabajo.

- Ensayo de decoloraciéon con radical libre 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZILO
(DPPH)

Esta técnica se basa en un radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido
como DPPH, este radical tiene una gran reactividad por los compuestos
antioxidantes pues logra quitar el atomo de hidrégeno de los mismos, durante
este proceso cinético se produce una reaccion en primera fase muy rapida
seguida de una reaccion lenta, esta Ultima es atribuida por la disminucion en
la absorbancia en funcién del tiempo. Este cambio de coloracion es
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monitoreado por el espectrofotometro donde se observa la pérdida de su
color violeta inicial (79).

[DPPH] + [AOH] ——» [DPPH-H] + [AQ*]

Figura 10: Reaccion del DPPH y un antioxidante (Guija et al,2020)

Los resultados de esta prueba se pueden presentar de diferentes maneras,
pero la mayoria de los estudios expresan su resultado como el valor de la
concentracion maxima de la media inhibitoria (IC50), esto demarca la
cantidad de antioxidante necesaria para disminuir la cantidad inicial de DPPH
al 50%, para los extractos de plantas este valor IC50 cambia en proporcion
final del DPPH utilizado (79).

Ensayo de decoloracién con el Radical catiénico Acido 2,2 -azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS)

Este método se basa en la capacidad del ABTS para retener aniones de los
radicales de larga vida, los ensayos del ABTS muestran el radical catiénico
es oxidado por radicales peréxidos, por persulfato de potasio, peréxido de
hidrégeno, peroxidasa de rabano, entre otros. Este compuesto presenta un
color verde-azul y en su medicion al reaccionar va disminuyendo su color
(80).

Los resultados son expresados como inhibicién y luego llevados a una
concentracion de trolox, este radical presenta solubilidad en medios polares
y apolar, no se afecta por la fuerza iénica, por lo que puede ser utilizado para
evaluar antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos de extractos de plantas y fluidos
bioldgicos (80).
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fba

Figura 11: Estructura del ABTS antes y después de lareaccion
antioxidante. (Bohorquez,2016)

4. METODOLOGIA
Las etapas en las que se desarrollé este trabajo experimental fueron:

Seleccion de materiales, solventes y reactivos.
Aparatos y equipos empleados.

Recoleccion material vegetal.

Obtencion de extractos totales y fracciones.
Implementacién métodos de actividad antioxidante.
Comparacion métodos de AAO — Analisis estadistico.
Andlisis instrumental por HRGC/MSD.

4.1 MATERIALES

SOLVENTES Y REACTIVOS: Todos los solventes fueron grado reactivo de Merck
(Darmstadt, Alemania), a saber: Etanol, Acetato de Etilo, Eter de petrdleo,
Cloroformo y Diclorometano fueron usados en los procesos de extraccion,
fraccionamiento e implementacion de métodos de actividad antioxidante.

Los compuestos patron fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Saint Louis,
Missouri, USA), tales como:
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Acido 2,2-azino-bis-(3-etiltiazolina-bencenosulfénico-6) (ABTS).
Radical a,a-difenil- B—picrilhidracilo (DPPHs).
Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (TROLOX).
Acido ascorbico (Vitamina C).

Persulfato de potasio.

Rutina (rutésido, quercetin-3-rutindsido)

MATERIALES

Columnas en vidrio (Supelco Inc., Bellofonte, PA, USA).

Plancha de calentamiento y agitacién magnética IKA (MS1 S1, Wilmintong,
USA).

Viales de 3.0y 5.0 Ml.

Tubos conicos de polipropileno de 1.5 mL,

Equipo de extraccion Soxhlet soélido-liquido modo continuo (Supelco Inc.,
Bellofonte, PA, USA).

Micro jeringa de 10 uL (Hewlett-Packard)

Cubetas en cuarzo 10 x 10 x 45 mm

Frascos de 50, 250 y 500 mL (Schott, Hofheim, Alemania)

Pipetas volumétricas y aforadas de 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 mL, balones aforados
de 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 mL, vasos de precipitados de 50, 100, 250, 600 y 1000
mL (Schott, Hofheim, Alemania).

4.2 APARATOS Y EQUIPOS EMPLEADOS

hrwpE

No o

pH metro Oyster (Extech Instruments, USA).

Bafio ultrasonido con calentamiento (LC 20H. Elma, Alemania)

Balanza analitica Mettler Toledo AG160 = 0.1 mg.

Micropipetas de 1-10, 10-100, 100-1000 uL (Eppendorf Research.
Alemania).

Espectrofotometro Sanyo SP50.

Masas Agilent Technologies 5975B VL MSD.

Series Il Network GC System, equipado con Detector Selectivo de Masas
Agilent Technologies 5975B VL MSD; y operado bajo las siguientes
condiciones:
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4.3 METODOS

4.3.1 RECOLECCION MATERIAL VEGETAL

Las muestras de material vegetal fueron recolectadas en Mogambo Sendero
Ambiental, ubicado en Viota Cundinamarca provincia del Tequendama a 90 km de
Bogota; su altitud es de 1310 msnm, su temperatura promedio anual es de 20.5° C,
el afio se divide en 4 temporadas, 2 de lluvia y 2 de verano. Es un ecosistema de
bosque humedo ubicado en el pie de montafia, bajo el codigo plus (cédigo postal)
CG78+QW, alli se realiz6 toma de 5 Kg de hojas frescas de llex guayusa L. (81)

Mogambo Sendero
Am‘bi':mal
Py 1

A i

\&

‘v

\»

o

Figura 12: Sendero ambiental Mogambo (Recoleccion de material vegetal llex
guayusa Loes) (Barreto et al, 2019)
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Figura 13: Hojas de llex guayusa L. ( Arias, 2018)

Las muestras fueron secadas al medio ambiente durante aproximadamente 3 dias,
hasta obtener una humedad aproximada entre el 7 y 15 %. Posteriormente, las
muestras fueron trituradas en molino de cuchillas para reducir el tamafio de particula
hasta aproximadamente 5 mm, para posteriormente realizar los procesos de
extraccion de metabolitos secundarios.

4.3.2 OBTENCION DE EXTRACTOS Y FRACCIONES TOTALES

El material vegetal seco (hojas), entre 40 y 600 gramos, fue sometido a extraccion
sélido-liquido por la técnica soxhlet, durante 10-15 dias, para obtener los extractos
totales en Etanol (EtOH).

Posteriormente fueron realizadas extracciones parciales liquido-liquido modo
continuo (fraccionamiento), durante 10-15 dias, con diferentes polaridades,
mediante el uso de solventes (aprox. 2 litros) como éter de petroleo, diclorometano
y etanol/butanol; los extractos fueron concentrados mediante el uso de vacio (rota
evaporadora) a 40°C.
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Figura 14: Extractos de llex guayusa Loes en roto evaporacion

4.3.3 IMPLEMENTACION METODOS ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

De acuerdo con la revision de la literatura hecha se tomaron como métodos de
valoracion los siguientes:

4.3.4 METODO DECOLORACION DEL CATION RADICAL ABTS+e

En los extractos totales y parciales la actividad antioxidante fue determinada por el
método ABTS donde la solucién stock fue preparada solubilizando 20 mg de ABTS
en 10 mL de agua desionizada, luego fueron adicionados 2.45 mg de persulfato de
potasio (K25208); la solucion se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante
16 hrs en la oscuridad. Luego fueron preparadas soluciones de trabajo en MeOH,
logrando una absorbancia en 0.70 + 0.02 a 744 nm en un espectrofotometro Sanyo
SP50 y usando cubetas de cuarzo de 10 x 10 x 45 mm (83).

Al adicionar un compuesto antioxidante, la solucion de ABTS+e pierde su color azul-
verde hasta llegar a ser incolora, disminuyendo la absorbancia de la solucion, que
es medida a 744 nm, la cual se expresa como porcentaje de inhibicién. Ver
ecuacion (84).
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%.Inhibicion = ( Ainicial - Afinal )
----------------- x100
Ainicial

Donde:
A inicial = Absorbancia al minuto 0 (t0) sin adicion de alicuota

A final = Absorbancia al minuto 6 (t6) después de agregar alicuota del posible
antioxidante, estado estacionario.

El estado estacionario de la reaccién del extracto AAO con el radical croméforo es
donde la absorbancia medida a través del tiempo no cambia, indicando que la
reaccion ha finalizado y con ello la respectiva AAO.

4.3.5 METODO DECOLORACION DEL CATION RADICAL DPPHe

En la metodologia empleada se utilizaron 17.1 mg de DPPHe que fueron
solubilizados en 10 mL de MeOH (4.34 mM), luego se prepararon soluciones de
trabajo hasta obtener una absorbancia de 0.750 = 0.050 para todos los casos, a
una longitud de onda de 514 nm y leidas en un espectrofotdmetro Sanyo SP50,
usando celdas de cuarzo de 10 x 10 x 45 mm (85, 86).

El radical DPPH?e, pierde su color violeta cuando se le adiciona un compuesto
antioxidante, se origina la disminucién de la absorbancia inicial ocasionando una
inhibicidn, la cual se cuantifica de acuerdo a la siguiente ecuacion.

%.Inhibicion = ( Ainicial- Afinal ) x100 (87)
Ainicial

Donde:

Ainicial = Absorbancia al minuto 0 (t0) sin adicion de alicuota

Afinal = Absorbancia al minuto 20 (t20) después de agregar alicuota del posible
antioxidante, estado estacionario.

El estado estacionario de la reaccion del extracto AAO con el radical cromoforo es
donde la absorbancia medida a través del tiempo no cambia, indicando que la
reaccion ha finalizado y con ello la respectiva AAO.

Cuando se llega al estado estacionario se logra el mayor porcentaje de inhibicion
del radical DPPH- la absorbancia no cambia a través del tiempo, y la propiedad
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antioxidante se cuantifica por la cantidad del extracto necesario para reducir la
concentracion inicial del radical DPPHe al 50% (EC50), (87, 88).

4.3.6 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT)

La efectividad del método, se encuentra en la equivalencia de los resultados y
comparacion de los mismos, al compararlo con una sustancia patron con alta
actividad antioxidante como el Trolox, analogo hidrosoluble de la vitamina E, en el
rango de milimolar (mM) entre 0.0 y 1.0 mM.

Figura 15: Estructura quimica del Trolox ( Biblioteca Nacional de
Medicina,2005)

Este método permite estudiar ampliamente los efectos del pH sobre los mecanismos
de los antioxidantes, ademas de permitir determinar esta actividad en extractos
hidrofilicos y lipofilicos. Es soluble en soluciones acuosas y en solventes organicos
y no se afecta por el valor de la fuerza ionica de la solucion. (90).

El método de la Actividad Antioxidante Total (AAT) o actividad Antioxidante

Equivalente al Trolox (CAET), conocido como Método del Cation Radical ABTSe,
fue avalado en el Primer Congreso Internacional sobre Métodos Antioxidantes

46



en el afio 2005, fue validado y aplicado a multiples ensayos dada la alta demanda
de publicaciones en el campo de investigacion de antioxidantes. (91).

4.3.7 COMPARACION METODOS AAO - ANALISIS DE VARIANZA

El analisis de Varianza (ANOVA) para contrastar la hipétesis nula (HO) y la
hipétesis alterna (H1) fue el método utilizado para analizar los resultados
obtenidos en el presente estudio:

HO: 1 (ABTS)= 2 (DPPH)= 3 (DMPD)

H1: Almenos una es diferente.

Si,laHO se rechaza, indica que al menos una es diferente aceptando de inmediato
la hipotesis alterna H1.

Para identificar cual tratamiento es diferente se procede a evaluar el estadistico de
Tukey. Se considera que existen diferencias significativas para una p<0,05 (92)

5. DESARROLLO DEL PROYECTO
5.1 RESULTADOS

La actividad antioxidante de los extractos y fracciones de la especie llex guayusa
Loes (hojas) fue evaluada mediante los métodos de decoloracion DPPH y ABTS en
un rango de concentraciones de 40 a 200 ppm, los controles positivos se realizaron
con Acido ascorbico y Rutina.

Para los extractos y fracciones evaluados, extracto etandlico total, fracciones en
diclorometano, acetato de etilo y etanol, por el método de DPPH, se obtuvieron los
siguientes valores de indice de captacion media de electrones en ppm (IC50): 23,58
-414,96 - 64,18 y 4,58 y por el método de ABTS se encontraron los valores de IC50:
10,66 - 93,35 - 32,89 y 3,82, respectivamente. Los valores de IC50 para los
controles positivos (Acido Ascorbico y Rutina), fueron de 0,52 y 9,2 (DPPH) y 0,50
y 6,93 (ABTS).

El extracto etandlico de las hojas fue el que presenté mayor actividad antioxidante
tanto en el método DPPH como en el ABTS con valores IC50 bajos (4,58 y 3,82).
En comparacion con los controles positivos, acido ascoérbico y rutina en DPPH
presentd una actividad antioxidante relativa (AAR) de 8,7 y 0,5, respectivamente y
en ABTS una actividad AAR de 7,5y 0,6 respectivamente. Valores cercanos a 1 se
traducen como un efecto antioxidante mayor. En las tablas 6 y 7 y Graficas 1 y 2,
se reporta el resumen de los valores calculados de IC50 por los métodos de DPPH
y ABTS, respectivamente.
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EXTRACTOS Y
PATRONES

EXTRACTO
DICLOROMETANO
EXTRACTO ACETATO
DE ETILO
EXTRACTO
ETANOLICO
EXTRACTO
ETANOLICO TOTAL
ACIDO ASCORBICO
RUTINA

INDICE DE
CAPTACION DE
ELECTRONES 50

ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE
RELATIVA CON

DPPH RESPECTO AL
ACIDO
ASCORBICO
IC50 AAR ASCORBICO

414.966 789.9
64.185 122.2

4.587 8.7

23.580 44.9

0.525 1.0

9.201 17.5

ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE
RELATIVA CON
RESPECTO A LA

RUTINA

AAR RUTINA
45.1

7.0
0.5
2.6

0.1
1.0

Tabla 7. Analisis de extractos con DPPH con sus respectivos IC50, AAR con
respecto a acido ascorbico y larutina. AAR: actividad antioxidante relativa.

EXTRACTO Y PATRONES

EXTRACTO
DICLOROMETANO

EXTRACTO ACETATO DE
ETILO
EXTRACTO ETANOLICO

EXTRACTO ETANOLICO
TOTAL

ACIDO ASCORBICO

RUTINA
TROLOX

INDICE DE

| ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD
CAPTACION = ANTIOXIDANTE ANTIOXIDANTE ANTIOXIDANTE
DE RELATIVA CON RELATIVA CON RELATIVA CON
ELECTRONES RESPECTO AL RESPECTO A RESPECTO AL
50 DPPH AQIDO LA RUTINA TROLOX
ASCORBICO
IC50 AAR AAR RUTINA AAR TROLOX
ASCORBICO
93.351 183.9 13.5 114.5
32.891 64.8 4.7 40.3
3.826 7.5 0.6 4.7
10.668 21.0 15 131
0.508 1.0 0.1 0.6
3.931 13.7 1.0 8.5
0.816 1.6 0.1 1.0

Tabla 8. Anélisis de extractos con ABTS con sus respectivos IC50, AAR con
respecto a acido ascorbico y larutina. AAR: actividad antioxidante relativa.
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Grafica 1. Resultados tratamientos con mayor actividad antioxidante ANOVA
DPPH.

En colores naranja y azul se resaltan los tratamientos con mayor actividad
antioxidante (menor IC50). Para los extractos etandlico total y etandlico no se
encontraron diferencias significativas con respecto a los controles positivos (Rutina
y Acido Ascorbico; ANOVA una via, tukey (p>0,05)), evidenciandose una actividad

antioxidante equivalente.
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Grafica 2. Resultados tratamientos con mayor actividad antioxidante ANOVA
ABTS.

En colores naranja y azul se resaltan los tratamientos con mayor actividad
antioxidante (menor IC50). Para el extracto etanélico no se encontraron diferencias
significativas con respecto a los controles positivos (Rutina, Acido Ascérbico y trolox;
ANOVA una via, tukey (p>0,05)), evidenciandose una actividad antioxidante
equivalente.

5.2 ANALISIS Y DISCUSION

Para los extractos y fracciones evaluados, extracto etandlico total, fracciones en
diclorometano, acetato de etilo y etanol, por el método de DPPH, se obtuvieron los
siguientes valores de indice de captacion media de electrones en ppm (IC50): 23,58,
414,96, 64,18 y 4,58 y por el método de ABTS se encontraron los valores de IC50:
10,66, 93,35, 32,89 y 3,82, respectivamente. Los valores de IC50 para los controles
positivos (Acido Ascérbico y Rutina), fueron de 0,52 y 9,2 (DPPH) y 0,50 y 6,93
(ABTS).

En el presente estudio se encontré que el extracto etandlico de las hojas obtenido
por soxhlet de llex guayusa L, presentan actividad antioxidante moderada a alta
mostrando la mayor actividad con respecto a los demas extractos.

50



Previas observaciones y estudios sobre la etnobotanica de la especie llex guayusa
L. han evaluado y confirmado su actividad antioxidante ademas de sus
componentes, para sustentar sus usos tradicionales en los pueblos indigenas (36).

El contenido de compuestos fendlicos y flavonoides ha aumentado el interés en
diversas investigaciones durante los ultimos afios dada su relacion con la actividad
antioxidante del género llex. La actividad de los flavonoides como antioxidantes
depende de las propiedades redox de los grupos hidroxilo fendlicos (44).

En el 2013 Jara y col. evaluaron la actividad antioxidante de guayusa junto con
otras especies, mediante el método de eliminacién de radicales libres DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrilo) y el blanqueo de B-caroteno, determinando su importante
composicién polifendlica y de flavonoides. Mediante diferentes bioensayos Pardau
y col. (2017) determinaron la actividad antioxidante del té de guayusa, exponiendo
el contenido polifendlico total y determinando la capacidad de absorcion de radicales
de oxigeno (ORAC) entre 1728-2019 ImoITE / g de masa seca. Segun los hallazgos
de los estudios se concluyé que la guayusa era una buena fuente de compuestos
fenolicos con propiedades antioxidantes (44 ,45) .

Se determind para llex guayusa L. valores para 14 compuestos fendlicos y 5
carotenoides gracias a Garcia-Ruiz et al. (2016; 2017) quienes aplicaron ensayos
DPPH y ORAC. Obteniendo como resultado que la actividad antioxidante de esta
planta estd asociada directamente con el contenido fendlico. En el afio 2018,
Villacis-Chiriboga y col. con referencia al trabajo de Garcia-Ruiz et al. identificé que
las propiedades fendlicas de las hojas de guayusa dependen de la edad de la hoja
y el tiempo de cosecha (42).

Otra investigacion realizada por Ruiz y Roque 2009, mencioné un ensayo
fitoquimico preliminar sobre extractos etandlicos, metandlicos e hidroalcohdlicos de
llex guayusa L., el cual evidencio la presencia de taninos, alcaloides, flavonoides,
glucosidos, compuestos fendlicos y quinonas (93).

Se requiere aun mas estudios para lograr expandir el conocimiento de la
bioactividad de guayusa, dado que existe mayor evidencia sobre otras especies
como la llex paraguariensis, la cual reporta ser una fuente importante de polifenoles
con contenido moderado de metilxantinas (58 compuestos fendlicos y dos
metilxantinas); atribuyendo su alta actividad antioxidante principalmente a su
composicion polifendlica (Mateos et al 2018). Otras investigaciones han evidenciado
gue el consumo de infusiones preparadas a partir de |. paraguariensis, |. vomitoria
e |. kudingcha contienen un alto poder reductor evidenciado con la técnica de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), exhibiendo sus actividades inhibidoras de la
peroxidacion de lipidos concluyendo su efecto ante el estrés oxidativo; esta revision
de la literatura permite ser el punto de partida para la futura caracterizacion y
relacion de las propiedades antioxidantes de guayusa (14,94).
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7. CONCLUSIONES

. Se implementaron métodos de actividad antioxidante mediante ensayos de
decoloracion del cation radical ABTS y el cation DPPH, para evaluar la
actividad antioxidante relativa de los extractos y fracciones de hojas frescas
de llex guayusa Loes.

Para los extractos etandlico total y etandlico no se encontraron diferencias
significativas con relacion a los controles positivos (Rutina y Acido Ascorbico;
ANOVA una via, tukey (p>0,05)), evidenciandose una actividad antioxidante
equivalente en el metodo DPPH.

En el metodo ABTS para el extracto etandlico no se encontraron diferencias
significativas con relacion a los controles positivos (Rutina, Acido Ascérbico
y trolox; ANOVA una via, tukey (p>0,05)), evidenciandose una actividad
antioxidante equivalente.

Los extractos etandlicos de llex guayusa Loes. probados muestran una
actividad antioxidante prometedora que esta relacionada con el contenido
total de compuestos fenolicos como flavonoides;lo anterior sugiere que estos
extractos pueden ser usado como coadyudante en diferentes condiciones
patolégicas en un contexto de estrés oxidativo.

Los resultados presentados en este trabajo, demuestran la importancia de
conocer cientificamente las propiedades biolégicas y componentes activos
gue apoyan el uso tradicional de llex guayusa L., siendo una guia para futuras
investigaciones y aplicaciones.
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8. RECOMENDACIONES

1. Los resultados de la AAO evidencian que llex guayusa Loes posee efectos
antioxidantes significativos, por ello se requiere una mayor investigacion para
identificar y cuantificar los compuestos fendlicos para evaluar la contribucion de
cada compuesto a la actividad antioxidante total.

2. Se sugiere continuar la investigacion con el efecto antioxidante a nivel celular, ya
gue se puede obtener estudios promisorios en este campo.

3. Se recomienda realizar estudios futuros sobre el efecto de adicionar extractos de
guayusa; puesto que, al ser una fuente natural de antioxidantes podrian reducir la
oxidacion lipidica previniendo multiples patologias prevalentes.

4. Se debe evaluar el uso de diferentes otros solventes y explorar la eficiencia de
las diferentes técnicas de extraccién del contenido de polifenoles y de la actividad
antioxidante sobre los extractos de llex guayusa L.

5. Se recomienda realizar el método DPPH y ABTS expresado como IC50 (gramos
de muestra necesaria para inhibir en 50% un gramo de radical) lo que permite la
comparacion con la evidencia de la literatura con respecto a dichas técnicas.

6. Para una mayor investigacion del contenido fendlico de llex guayusa Loes se
recomienda realizar un ensayo cromatdgrafico que permita evaluar su tipo de
polifenoles y cuales de ellos se degradan facilmente por la temperatura.
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ANEXOS

Anexo B. Extracto de llex guayusa Loes.
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Anexo C. Proceso de cuantificacion de actividad antioxidante
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Anexo D. Extraccién por método soxhlet
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Number of families 1
[Number of comparisons per family 15
Alpha 0,05
Tukey's multiple comparisons Mean 95% Cl of |Significant{Summary| Adjusted P
test Diff, diff, ? Value

Ext. Dicloro vs. Ext.EtOH Total 252,0 2445 to 259,5 Yes e < 0,0001 B-A
Ext. Acetato vs. Ext.EtOH Total 61,60 54,09 to 69,11 Yes xkkk < 0,0001 C-A
Ext . EtOH vs. Ext.EtOH Total 1,666 |-5,8481t09,179 No ns 0,9790 D-A
Rutina vs. Ext.EtOH Total 6,611 [-0,9027 to 14,12 No ns 0,1039 E-A
Ac. Ascorbico vs. Ext.EtOH Total | -3,303 |-10,82to0 4,210 No ns 0,7282 F-A
Ext. Acetato vs. Ext. Dicloro -190,4 |-197,91t0-182,9 Yes whkx < 0,0001 C-B
Ext . EtOH vs. Ext. Dicloro -250,3 |-257,91t0-242,8 Yes Fkkx < 0,0001 D-B
Rutina vs. Ext. Dicloro -245,4 |-252,9 to -237,9 Yes e < 0,0001 E-B
Ac. Ascorbico vs. Ext. Dicloro -255,3 |-262,8 to -247,8 Yes e < 0,0001 F-B
Ext . EtOH vs. Ext. Acetato -59,94 |-67,45to -52,42 Yes oxkok < 0,0001 D-C
Rutina vs. Ext. Acetato -54,99 |-62,50to -47,48 Yes Fkkx < 0,0001 E-C
Ac. Ascorbico vs. Ext. Acetato -64,90 |-72,42 to -57,39 Yes e < 0,0001 F-C
Rutina vs. Ext . EtOH 4,945 |-2,5681t0 12,46 No ns 0,3342 E-D
Ac. Ascorbico vs. Ext . EtOH -4,969 |-12,48to 2,545 No ns 0,3295 F-D
Ac. Ascorbico vs. Rutina -9,914 |-17,43 to -2,400 Yes x* 0,0061 F-E

Anexo E. ANOVA DPPH
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Number of families 1
Number of comparisons 21
per family
Alpha 0,05
Tukey's_ multiple Mgan 95%_CI Significant Summary Adjusted
comparisons test Diff, of diff, ? P Value

Ext. Dicloro vs. Ext.EtOH Total 95,51 |90,31to 100,7 Yes Fkkk < 0,0001 B-A
Ext. Acetato vs. Ext.EtOH Total | 22,19 | 16,99 to 27,39 Yes kkk < 0,0001 C-A
Ext . EtOH vs. Ext.EtOH Total -6,857 |-12,06t0-1,658] Yes o 0,0051 D-A
Rutina vs. Ext.EtOH Total -3,298 |-8,497 to 1,901 No ns 0,4084 E-A
Ac. Ascorbico vs. Ext.EtOH Total| -10,19 |-15,39t0 -4,989] Yes ko < 0,0001 F-A
Trolox vs. Ext.EtOH Total -9,880 [-15,08 to -4,681 Yes ko < 0,0001 G-A
Ext. Acetato vs. Ext. Dicloro -73,32 |-78,52 t0 -68,12 Yes Frkk < 0,0001 C-B
Ext . EtOH vs. Ext. Dicloro -102,4 |-107,6 to -97,17 Yes Fhkk < 0,0001 D-B
Rutina vs. Ext. Dicloro -98,81 |-104,0 to -93,61 Yes Fkkk < 0,0001 E-B
Ac. Ascorbico vs. Ext. Dicloro | -105,7 |-110,9to -100,5f Yes ko < 0,0001 F-B
Trolox vs. Ext. Dicloro -105,4 |-110,6 to -100,2 Yes ko < 0,0001 G-B
Ext . EtOH vs. Ext. Acetato -29,05 |-34,25t0-23,85( Yes kkx < 0,0001 D-C
Rutina vs. Ext. Acetato -25,49 |-30,69 to -20,29| Yes okl < 0,0001 E-C
Ac. Ascorbico vs. Ext. Acetato | -32,38 |-37,58to -27,18]  Yes Fxkk < 0,0001 F-C
Trolox vs. Ext. Acetato -32,07 |-37,27 to -26,87 Yes Fkkk < 0,0001 G-C
Rutina vs. Ext . EtOH 3,558 |-1,641t0 8,757 No ns 0,3243 E-D
Ac. Ascorbico vs. Ext . EtOH -3,331 |-8,530to0 1,868 No ns 0,3971 F-D
Trolox vs. Ext . EtOH -3,024 |-8,223t0 2,175 No ns 0,5073 G-D
Ac. Ascorbico vs. Rutina -6,890 [-12,09to -1,691 Yes *x 0,0049 F-E
Trolox vs. Rutina -6,582 |-11,781t0-1,383] Yes *k 0,0076 G-E
Trolox vs. Ac. Ascorbico 0,3077 |-4,891 to 5,507 No ns > 0,9999 G-F

Anexo F. ANOVA ABTS
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