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RESUMEN
Los compuestos bioactivos tienen la capacidad de inhibir enzimas pro-

inflamatorios como a la hialuronidasa. Al respecto, no existe estudios de estos
componentes y de su actividad antihialuronidasa de la “uvilla amazénica”. El
objetivo del presente estudio fue evaluar los compuestos bioactivos, la
actividad inhibitoria hialuronidasa y la capacidad antioxidante de la fruta
Pourouma. cecropiifolia. Las frutas fueron recolectadas en Puerto Maldonado
y clasificadas taxondémicamente en el Museo de Historia Natural. El extracto
metanol/agua de la fruta fue liofilizado, este se denomind extracto de uvilla
(EU) y este constituy6 la unidad experimental. Los compuestos bioactivos del
EU como el contenido total de polifenoles (CPT), contenido de flavonoides
totales (CFT), antocianinas (ANT) y acido ascérbico (AA). fueron analizados
por espectrofotometria. Se utilizaron tres pruebas in vitro para medir la
capacidad antioxidante: poder reductor, capacidad de captaciéon del radical
DPPH y capacidad de captacion del radical ABTS. La técnica HPLC y
HPLC/EM/EM se llevo a cabo para evaluar el perfil de polifenoles e identificar
los compuestos. El comportamiento cinético inhibitorio y la concentracién
inhibitoria del EU frente a la hialuronidasa se evalué mediante el ensayo
turbidimétrico. Los resultados fueron 142.25 + 3.19 mg EAClo/ 100 g. de CPT,
61.72 £ 17.00 mg ECA/100 g. de CFT, 1.86 + 0.05 mg AA/100 g de AA'y 34.82
+ 6.03 mg ECi’/kg de ANT; en cada caso es de 100 g de fruta. La capacidad
antioxidante fue 169.12 + 1.29, 134.44 + 1.62 y 115.07 £ 1.30 yg/mL, como
ICs0 de PR, DPPH y ABTS respectivamente. Los analisis por HPLC detectaron
acidos fendlicos de tipo hidroxicinamicos; flavonoides y antocianinas. Diez
compuestos fendlicos fueron identificados tentativamente por HPLC/EM/EM,
destacando el &cido clorogénico y las procianidinas. Ademas, la ampelopsina
fue registrado por primera vez en la fruta. El modo de inhibicion del EU sobre
la hialuronidasa fue de tipo no competitivo mixto y tuvo ICso- 1.55 = 0.06
mg/mL, comparado con la dexametasona y quercetina como antinflamatorio
conocidos. Los resultados proporcionaran soporte cientifico para la aplicacion
del EU como antiinflamatorio e insumo para productos cosméticos.

Palabras clave: Pourouma cecropiifolia C. Martius, EU, perfil de polifenoles,
inhibicién hialuronidasa, antioxidante.
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SUMMARY

The bioactive components have the ability to inhibit pro-inflammatory enzymes
such as hyaluronidase. In this regard, there are no studies of these
components and their antihyaluronidase activity of the "Amazonian uvilla"
The objective of the present study was to evaluate the bioactive compounds,
the hiase inhibitory activity and the antioxidant capacity of the fruit Pourouma
cecropiifolia The fruits were collected in Puerto Maldonado and taxonomically
classified in the Natural History Museum. The methanol / water extract of the
fruit was lyophilized, this was called uvilla extract (EU) and this constituted the
experimental unit. EU bioactive compounds such as total polyphenol content
(TPC), total flavonoid content (TFC), anthocyanins (ANT) and ascorbic acid
(AA) were analyzed by spectrophotometry. Three in vitro tests were used to
measure antioxidant capacity: reducing power, DPPH radical scavenging
capacity and ABTS radical scavenging capacity. The HPLC and HPLC / MS /
MS technique was carried out to evaluate the polyphenol profile and identify
the compounds. The kinetic inhibitory behavior and the inhibitory concentration
of the EU against hyaluronidase was evaluated by the turbidimetric assay. The
results were 142.25 + 3.19 mg EAClo / 100 g of TPC; 61.72 £ 17.00 mg ECA
/100 g of TFC; 1.86 £ 0.05 mg AA /100 g of AA and 34.82 £ 6.03 mg ECi / kg
of ANT; in each case it is 100 g of fruit. The antioxidant capacity was 169.12 +
1.29, 134.44 + 1.62 and 115.07 + 1.30 yg/ mL, as ICso of PR, DPPH and ABTS
respectively. HPLC analyzes detected phenolic acids, from the
hydroxycinnamic type; flavonoids and anthocyanins and by HPLC / MS / MS.
ten phenolic compounds were, tentatively, identified, highlighting chlorogenic
acid and procyanidins. In addition, ampelopsin is registered in this fruit for the
first time. The mode of inhibition of the EU on hyaluronidase was of the
noncompetitive mixed type and had ICso = 1.55 + 0.06 mg / mL, compared with
dexamethasone and quercetin as known anti-inflammatory. The results will
provide scientific support for the application of the EU as an anti-inflammatory
and an input for cosmetic products.

Key words: Pourouma cecropiifolia C. Martius, uvilla extract, polyphenols
profile, hyaluronidase inhibition, antioxidants.
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RESUMO

Os compostos bioativos tém a capacidade de inibir enzimas pré-inflamatorias,
como a hialuronidase. Nesse sentido, nao ha estudo desses compostos na
“uvila amazobnica”. O objetivo do presente estudo foi avaliar os compostos
bioativos, a atividade inibidora da hialuronidase e a capacidade antioxidante
do fruto de P. cecropiifolia. Os frutos foram coletados em Puerto Maldonado e
classificados taxonomicamente no Museu de Histéria Natural. O extrato de
metanol / agua do fruto foi liofilizado, denominado extrato de uvilla (EU). Os
compostos bioativos da UE foram analisados por espectropometria como o
conteudo total de polifendis (CTP) total de flavondides (CTF), antocianinas
(ANT) e acido ascorbico (AA). A capacidade antioxidante in vitro foi medida
pelo poder redutor (PR) e pela capacidade de capturar os radicais DPPH e
ABTS. Além disso, utilizando a técnica de HPLC e HPLC / MS / MS, foram
realizados o perfil de polifendis e a caracterizacdo dos compostos. O
comportamento inibitério cinético e a concentragao inibitéria da UE contra a
hialuronidase foram avaliados pelo ensaio turbidimétrico. Os resultados foram
142,25 = 3,19 mg de EAClo / 100 g. de CPT, 61,72 + 17,00 mg ECA / 100 g.
da CFT, 1,86 £ 0,05 mg AA/ 100 g de AA e 34,82 + 6,03 mg ECi / kg de ANT,
com base em 100 g de fruto. A capacidade antioxidante foi de 169,12 £ 1,29,
134,44 + 1,62 e 115,07 + 1,30 ug / mL, conforme IC50 de PR, DPPH e ABTS,
respectivamente. A HPLC analisa acidos fenolicos detectados no grupo
hidroxicinamico; flavonoides e antocianinas. Dez compostos fendlicos foram
identificados tentativamente por HPLC / MS / MS, destacando o acido
clorogénico e procianidinas. Além disso, a ampelopsina no fruto é registrada
pela primeira vez. O modo de inibi¢do da UE na hialuronidase era do tipo misto
nao competitivo e apresentava ICso = 1,55 + 0,06 mg / mL, comparado com
dexametasona e quercetina como anti-inflamatoério conhecido. Os resultados
fornecerdo apoio cientifico para a aplicagdo da UE como anti-inflamatério e
insumo para produtos cosméticos.

Palabras clave: Pourouma cecropiifolia C. Martius, UE, perfil de polifendis,
inibicao hialuronidasa, antioxidante.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Situacion Problematica

Los compuestos bioactivos (CB) son metabolitos secundarios que han
alcanzado relevancia por sus efectos biolégicos. A pesar que no tienen una
funcién nutricional clasica, o no son esenciales para la salud humana, pueden
tener un impacto significativo en el curso de alguna enfermedad y ser
indispensables a largo plazo para nuestra salud. Actualmente ocupan un area
de investigacién emergente y con un gran futuro, dada la enorme variedad de
alimentos que los contienen. En las frutas predominan dos tipos de CB segun
su estructura, las terpénicas y las fendlicas (Martinez, Camacho y Martinez,
2008). Las plantas medicinales constituyen una fuente de compuestos
bioactivos con accién terapéutica y han demostrado ser muy eficaces y
seguras en el tratamiento de diversos trastornos fisiopatologicos, tales como

inflamacion y artritis. (Santhosh et al., 2013).

El acido hialurénico (AcH) es un polimero de alto peso molecular (PM),
componente de la matriz extracelular (MEC). Bajo condiciones inflamatorias
es degradado por la hialuronidasa (Hiasa) a fragmentos de bajo PM. Se afirma
gue estos, estan asociados con algunas patologias del tejido conectivo, como
la artritis reumatoidea. Los fragmentos de bajo PM inducen la liberacién de
citoquinas, las que activan a otras enzimas degradantes de MEC, dando paso
a la progresion de la enfermedad (Sgariglia, Soberon, Sampietro, Quiroga y
Vattuone, 2007).



Con el tiempo, el tejido conectivo se altera ocasiona cambios en la sintesis y
degradacion del AcH, causa disminucién de la sintesis, y se producen
inflamaciones como la osteoartritis (OA). Los desequilibrios pueden atribuirse
a un aumento del estrés oxidativo que causan la formacién de mediadores
inflamatorios. Al aumentar la actividad de la Hiasa, se produce cambios
degenerativos en los tejidos conectivos (Bralley, Greenspan, Hargrove y
Hartle, 2007). La degradacion de AcH puede producir acciones
proinflamatorias, como artritis reumatoidea e insuficiencia venosa cronica
(Termeer, Seeman y Simon, 2003; Bustamante, Torres y Morales, 2009;
Ferreira et al., 2015).

Mientras mas alto sea el PM del AcH en los tejidos, estos estaran intactos y
sanos. Las formas fragmentadas del AcH indican sefales de riesgo y abundan
en los tumores malignos. Estas formas promueven la angiogénesis, estimulan
la produccion de citoquinas inflamatorias y activan vias de sefalizacion que
son cruciales para la progresion del cancer (Stern, 2008).

La fragmentacion del AcH estd asociada con la produccién masiva de
radicales de oxigeno. Los captadores de radicales libres (antioxidantes)
pueden inhibir las especias reactivas de oxigeno (ERO) (Schenck, Scheider,
Miehlke, y Prenm, 1995). Los radicales libres y las Hiasas pueden tener
actividades coordinadas en determinadas situaciones patolégicas (Stern,
Asari y Sugahara, 2006).

La degradacidén de AcH es una etapa limitante en los procesos fisioldgicos y
fisiopatolégicos que van desde la embriogénesis hasta el envejecimiento. Los
inhibidores de Hiasa son considerados como potentes reguladores que
pueden actuar como antiinflamatorios, antienvejecimiento, antimicrobianos,

agentes anticancerigenos, antitoxinas y anticonceptivos (Sunitha et al., 2013).

En Colombia, Bravo, Alzate, y Osorio (2016) investigaron treinta y cinco frutas

silvestres y cultivadas como fuente de compuestos con actividad antioxidante



y evaluaron la inhibicién sobre la colagenasa, hialuronidasa y elastasa. Estas
enzimas al activarse por las ERO destruyen el AcH, elastina y colageno
componentes propios de la MEC de la piel y ocasiona problemas de
fotoenvejecimiento, disminuyendo la hidrataciéon de la piel y aparicion de

arrugas.

Los inhibidores de Hiasa pueden ser de diferentes estructuras quimicas, como
la heparina, sulfato de condroitin, antioxidantes (acido ascorbico, curcumina 'y
acido clorogénico), componentes bioactivos de plantas (alcaloides,
flavonoides 'y terpenoides) y drogas antinflamatorias sintéticas
(dexametasona, indometacina y salicilatos) (Isoyama et al., 2006; Girish y
Kemparaju, 2005). Los compuestos naturales tienen la capacidad de inhibir
enzimas proinflamatorias incluyendo a la lipooxigenasa y la hialuronidasa
(Torres, D’Almeida, Isla y Alberto, 2016).

“En el Peru, durante el ario 2016, la incidencia de artrosis fue elevada en
personas mayores de 59 aros (72.6/1000 habitantes). Este registro fue mayor
a la encontrada en estudios nacionales previos” (Instituto de Evaluacion de
Tecnologias en Salud e Investigacién, 2018). Por otro lado, es destacable
mencionar que el consumo de medicamentos antiinflamatorios no esteroides
(AINEs), por un periodo prolongado, ha sido asociado a efectos secundarios
(toxicidad gastrica y renal), el cual puede aumentar el costo sanitario (Torres
et al., 2016)

La flora de la selva baja, es la regidn mas extensa de la amazdnica peruana.
Esta compuesta por mas de 20000 especies de plantas (arboles de madera
fina, frutos utiles al hombre y plantas medicinales). Las frutas son mas
numerosas con gran aporte a la alimentacién humana y al desarrollo de una
agroindustria local. Se han identificado 162 especies frutales, que son
consumidas regularmente por los pobladores y, de ellas, unas 100 son
comercializadas. El Tratado de Cooperacion Amazonica conjuntamente con
el Programa de Naciones para el Desarrollo estudiaron 56 especies
importantes de gran utilidad para los pobladores de la Amazonia. Los



resultados destacaron a 45 frutas, entre ellas, estd la uvilla amazonica.
(Direccion de Investigacion y Desarrollo Social, 2009). Sin embargo, la
comercializacion de frutales nativos, en la Amazonia peruana, es una
actividad poco registrada. (Gonzales, 2007). A pesar de su importancia, hasta
la actualidad no se ha reportado indicadores estadisticos de su consumo,
areas de extension, ni la cantidad de cultivo de esta especie (Boletin
Estadistico Mensual, Ministerio de Agricultura y Riego 2019).

Los investigadores Villachica (1996) y Gonzales (2006) informaron que la fruta
Pourouma cecropiifolia posee elementos nutritivos, que le confieren

caracteristicas promisorias para el desarrollo de la agroindustria en el Peru

Hasta la fecha, no existe estudios del comportamiento inhibitorio de los
compuestos bioactivos de la P. cecropiifolia sobre la actividad de la
hialuronidasa, ni su relacién con la dexametasona como antiinflamatorio
convencional. Estos metabolitos secundarios de la fruta probablemete posean

acciones benéficas para el ser humano

Por lo tanto, existe una gran necesidad de conocer y desarrollar nuevos
agentes antiinflamatorios y antioxidantes de fuentes vegetales con ningun o
escasos efectos adversos. El uso adecuado de los C.B de P. cecropiifolia
Martius representaria una alternativa saludable y podria desempefar un rol
para el tratamiento de los procesos inflamatorios aprovechando sus
componentes bioactivos con propiedades antioxidantes.

1.2. Formulacion del problema

¢, Los componentes bioactivos del fruto de Pourouma cecropiifolia C. Martius
presentan actividad antioxidante y capacidad inhibitoria sobre la enzima

hialuronidasa?

1.3. Justificacion teorica

La investigacion ofrece la posibilidad de caracterizar los componentes
bioactivos y la actividad antioxidante de la fruta de P. cecropiifolia M, mediante



métodos cientificos, conocimiento fundamental para proporcionar un uso
adecuado como producto nutracéutico e insumo en la industria cosmética.
Ademas, se pretende conocer, mediante un estudio in vitro, el comportamiento
cinético de los compuestos bioactivos de la fruta y la concentracion que logra
inhibir a la Hiasa, de manera que se alcance reducir la degradacién del AcH

Yy, en consecuencia, evitar y prevenir enfermedades.

1.4. Justificacion practica

Descubrir los componentes bioactivos de la fruta Pourouma cecropiifolia seria
un importante paso en la busqueda de antioxidantes con capacidad de
capturar radicales libres y actuar como antiinflamatorio sin efectos
secundarios. El consumo de la fruta amazdnica ofreceria la posibilidad de
proteccion contra el estrés oxidativo causante de enfermedades

degenerativas.

Asimismo, si se demuestra el efecto inhibidor hialuronidasa, se utilizaria
como complemento para el tratamiento de enfermedades como la osteoartritis
y los extractos de la fruta podrian ser usados como insumo para elaborar
cremas cosmeéticas antienvejecimiento. Asi como, en la preparacion de
bebidas nutracéuticas. Los resultados de la investigacion, también, servirian
a los gobiernos locales para impulsar el biocomercio, fomentar la
agroindustria y el consumo para el desarrollo econémico de la poblacion vy el
beneficio saludable de prevenir procesos patoldgicos.



1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivos General

Evaluar los componentes bioactivos, la actividad inhibitoria
hialuronidasa y la capacidad antioxidante de Pourouma cecropiifolia

C. Martius “uvilla amazodnica”.

1.5.2. Objetivos especificos

1. Determinar los componentes bioactivos (polifenoles totales,
flavonoides, acido ascoérbico y antocianinas) y el perfil polifendlicos
por HPLC del extracto de uvilla de la fruta de P. cecropiifolia C.

2. Evaluar la actividad inhibitoria y el comportamiento cinético
inhibitorio sobre la hialuronidasa del extracto de uvilla de la fruta de
P. cecropiifolia C.

3. Evaluar la capacidad antioxidante del extracto de uvilla de la fruta
de P. cecropiifolia C. mediante captacién de radicales libres ABTS,
DPPH y el poder reductor.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Descripcion de Pourouma cecropiifolia

Gonzalo Jiménez de Quesada, en la expedicion de 1596 en Colombia,
reporto la existencia de plantaciones frutales de P. cecropiifolia. El
describe que los arboles presentaban racimos grandes indica que la
especie fue cultivada y probablemente domesticada desde el periodo
precolombino (Patifo, 2002).

Pourouma cecropiifolia es un éarbol frutal que se encuentra en la
selva amazédnica, desde el oeste hasta la Amazonia Central. Las
especies se encuentran en condiciones silvestres en Bolivia, Colombia,
Ecuador, Venezuela, Pera y Brasil. En el Peru, es cultivado por los
pobladores de los departamentos de Loreto, Ucayali, San Martin, Madre
de Dios, Huanuco, Amazonas, Pasco y Junin (Gonzales, 2006; Brack,
1999). Se le conoce comunmente como uvilla, uva de monte (Peru), uva
caimarona, caimaron (Colombia), uva de mata, mapati (Brasil), cocura o

cucura (Venezuela) (Gonzales y Torres., 2010)

La familia Cecropiaceae es reconocida en el Peru por presentar tres
géneros y 58 especies (Caceres, (2006). El género Pourouma se
distribuye en los bosques humedos de América del Sur y Central, con
una mayor diversidad en los bosques de tierra firme de la region



amazonica, preferiblemente a bajas altitudes. Este género se caracteriza
por ser un grupo arboreo y dioico. La posicion sistematica de Pourouma
en Urticaceae es discutida por algunos autores, argumentando la falta
de analisis moleculares para el género. Debido a que tiene caracteres
morfologicos intermedios entre Moraceae y Urticaceae (Gaglioti, 2018).

Pedrosa, Clemente y Schietti (2018) describieron dos zonas segun su
abundancia de plantones de P. cecropiifolia: area humeda y tierra firme,
siendo este Udltimo con mayor nuimero de plantones y mejores
condiciones favorables de desarrollo de la uvilla en el Perd. También,
describen dos zonas segun su distribucién: area cultivada y ecosistema

inespecifico, tal como se observa en la figura 1.

Gaglioti y Neto (2014) reportaron que Pert y Ecuador representan un
centro de diversidad para Pouroumayy la riqueza de las especies es mas
alta en la zona humeda de la Amazonia de baja altura. La excepcion es
Pourouma montana C.C. Berg. que se limita a una altura de 1800 a 2100
msnm. Ademas, los investigadores mencionan a Pourouma bergii como
una nueva especie cuyo habitat y distribucién se encuentra en el
noroeste del Peru, propiamente, en Loreto (provincia de Alto Amazonas)
y en Pasco (provincia de Oxapampa) ubicado a una altura de 200 a 365
msnm. Por otro lado, Berg (1989) describe a P. herrerensis como una
nueva especie, la cual se encuentra en Loreto (provincia de Requena
distrito de Jenaro Herrera). Asi mismo Berg, (2004) registra dos
especies: P. cordata como una nueva especie encontrada en Peru
(Amazonas, provincia de Bagua) y P. montana (Cajamarca, provincia de

San Ignacio)

La produccién media de cinco arboles proporciona 24.26 = 12.3 Kg de
frutos, que representa 26.02 + 4.5 % de pulpa, lo que significa un
promedio de 6.3 Kg de pulpa por arbol que es aprovechable. La uvilla
florece en julio y agosto y los frutos maduran entre setiembre y
noviembre (Falcao y Lleras 1980).
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Figura 1. Distribucion y abundancia de Pourouma cecropiifolia en la

Gran Amazonia.
Fuente: Pedrosa et al., 2018




Fig&ré 2.A,B y C. Ramas y racimos con frutos de P. ceropiifolia.
Comunidad nativa El Infierno. Puerto Maldonado-Peru.
Fuente: Imagen propia
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2.1.2. Caracteristicas del fruto y uso tradicional de P. cecropiifolia

En la region de Iquitos, Pera, se consumen cerca de 193 especies de
frutas. Casi 120 especies se extraen, exclusivamente, de forma silvestre.
Las frutas silvestres cosechadas de 57 especies, pertenecientes a
veinticuatro familias diferentes de plantas, se venden en el mercado de
lquitos y son muy importantes en la economia y en el consumo de la

region (Vasquez y Gentry, 1989).

Figura 3. Racimo con frutos maduros de P. cecropiifolia
Fuente: Imagen propia

La uvilla amazénica es una de las especies catalogadas como frutales
econdémicamente promisorios de la Amazonia, que ha sido recomendada
para su cultivo (Villachica, 1996). La fruta es una drupa semejante a una
uva, ovoide o esférica de 2 a 4 cm de largo y de 1 a 4 cm de diametro,
con una semilla de color pardo y de forma acorazonada. Los frutos son
comestibles y cuando se fermentan produce vino (Falcao y Lleras, 1980).
Las ramas y frutos jovenes son utilizados en la fitomedicina como
vermifugos. (Blind, Serudo, Mira, Silva y Noda. 2016).
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En la especie P. cecropiifolia se han detectado varios compuestos del
grupo de terpenos (eugenol, veratrol, indol, etc.), antocianinas,
flavonoides y acidos fendlicos en los frutos. (Pino et al., 2008), estos
compuestos pueden ser usados como insumos en la industria
farmacéuica y cosmética. En tanto que, Guio, Ledn y Pérez (2010) han
encontraron en la pulpa de P. cecropiifolia Mart. compuestos volatiles,
como alcoholes aliféticos y terpénicos (linalol, 1,2-propanodiol y salicilato
de metilo), que brindan flavores propios a la pulpa fresca. Los
componentes volatiles mayoritarios liberados por hidrélisis de los
glucésidos de la pulpa fueron acido acético, acido benzoico y vainillina.
Karagiannis et al. (2000) reportaron que el linalol es un compuesto que
se ha encontrado como producto de fermentacién en la uva (Vitis

vinifera) var moscatel.

Segun Villachica, (1996) la uvilla contiene 52.8 % de pulpa; 8.8 % de
mucilago; 10.6 % de semilla, y 17.8 % de cascara. Asimismo, presenta
mayor contenido de agua, carbohidratos y minerales como aporte
nutricional. Brack (1996) reporté que la pulpa madura es agradable, de
sabor dulce o acidulado, se consume directamente como fruta al estado
natural o sirve para la preparacién de bebidas refrescantes, néctares,

jaleas, mermeladas y frutas en almibar.

Las frutas de Pourouma guianensis también son comestibles, los frutos
no maduros se usan para curar las heridas y la infusién de la corteza del
tallo se utiliza para el tratamiento de disenteria (Lopes, Koketsi, Carauta,
de Olivera, y Kaplan,1999).

Camargo, Velasquez y Acosta (1991) reporta el valor nutricional de la P.
cecropiifolia, en el que se destaca su aporte de calcio, potasio y fésforo,
niacina y riboflavina. Ademas, reporta investigacion fitoquimica
preliminar, donde se detectaron flavonoides, taninos, triterpenoides y

cumarinas.



13

2.1.3. Investigaciones previas al estudio

Nile y Keum (2017) elaboraron extractos metandlico de diez plantas y
analizaron propiedades antioxidantes, fitoquimica, antimicrobiana y
antiinflamatoria, esta ultima propiedad fue evaluada con enzimas
hialuronidasa, lipoxidasa y B-glucuronidasa. Los estudios destacan el
contenido de taninos, flavonoides y saponinas. El porcentaje de
inhibicién hialuronidasa estuvo entre 26.7 a 73.6 %. En tanto que,
Kolayli, Can, Yilldiz y Apay (2016a) estudiaron 32 mieles recolectadas
en la regién del Mar Negro de Turquia. Se prepararon extractos
metandlicos y ellos fueron evaluados para determinar la actividad
antihialuronidasa, antiureasa, antioxidante, antimicrobiana vy
propiedades fisicoquimicas. También, se analizaron los compuestos
fendlicos totales, flavonoides, taninos y la propiedad antioxidante que
incluye el poder reductor, actividad captadora de radicales libores ABTS
y DPPH. Concluyeron que existe una relacién entre el contenido
fendlico (acido gélico, rutina, catequinas y flavonoides) y la actividad
antihialuronidasa. Proponen que los flavonoides poseen actividad
antihialuronidasa y que el consumo regular de miel puede contribuir a

reducir la inflamacion.

Daya, Prabhashini, Mendis y Dayendra. (2014) evaluaron cinco
concentraciones de 0.125, 0.25, 0.5, 1 y 2 mg/mL de té negro Cameliia
sinensis L. (TN) y como sustancia de referencia utilizaron epicatequina
(EGCQC). La actividad antihialuronidasa de bovino testicular para TN y
EGCG fueron ICso = 1.09 £ 0.12 mg/mL y ICs0o = 0.09 + 0 mg/mL,
respectivamente. La actividad antihialuronidasa se atribuydé a los
fitoconstituyentes fendlicos. Sin embargo, los autores afirman que
desconocen si la inhibicion de Hiasa de TN es de tipo competitiva o no
competitiva. Recomiendan realizar gréficos de Lineweaver-Burk para

resolver el comportamiento cinético de inhibicién.
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Sunitha K. et al. (2013) manifestaron que los inhibidores de la
hialuronidasa tienen inmensas aplicaciones en condiciones
fisiopatolégicas asociadas con el sistema hialuronato-hialuronidasa. El
estudio demostro la eficacia inhibitoria del antioxidante N-acetil cisteina
(NAC) contra la hialuronidasa de suero, testiculo, veneno de serpiente
y veneno de abeja. Los resultados sugieren el comportamiento cinético
tipo inhibicién no competitiva y que los grupos tioles del NAC ejercerian
la inhibicién Hiasa.

En el Peru, Sotero, et al. (2011) determinaron actividad antioxidante y
compuestos fendlicos de las pulpas de anona, castafa, chope, huasai,
huito y uvilla (P. cecropiifolia) mediante el secuestro de radicales libres
de DPPH.

Ao, Higa, Ming, Ding y Tawata. (2010) aislaron e identificaron los
antioxidantes y los inhibidores hialuronidasa de la corteza Ficus
microcarpa y demostraron que los extractos metandlicos exhibieron
fuerte actividad antihialuronidasa, en especial la fraccion acetato de
etilo y n-butanol. También, se determind la capacidad antioxidante
usando DPPH y ABTS. Los investigadores reportaron que existe una
alta actividad antioxidante y elevada actividad inhibitoria hialuronidasa.

Sgariglia et al. (2007) demostraron la actividad inhibitoria Hiasa en
extractos metandlico de la corteza Caesalpinia paraguariensis.
Fraccionaron el extracto por Sephadex LH-20. Los resultados indicaron
que los polifenoles y las antocianidinas serian responsables de la
actividad inhibitoria Hiasa.

Moon. et al., (2009) reportaron el efecto inhibitorio de la naringenina
(flavonoide) sobre la Hiasa, sefialaron que la enzima ejercia efectos
como reacciones alérgicas, cancer metastasis e inflamacion y que este

flavonoide podria tener actividad antialérgica y anticancerigena.
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Ippushi, Yamaguchi, ltou, Azuma y Higashio (2000) evaluaron el efecto
inhibidor de 46 vegetales sobre la Hiasa, debido al rol que cumple la
enzima en la inflamacion y al estar involucrada en la migracion de
células tumorales. El interés fue investigar la actividad inhibitoria
hialuronidasa en vegetales consumidas diariamente en los alimentos.
Los resultados mostraron que veintidos extractos presentaron actividad
inhibitoria hialuronidasa. La mayor actividad fue encontrada en los
extractos de Melissa officinalis (toronjil) y Salvia officinalis (salvia)
reduciéndose hasta 1.0 £ 0.3y 15.5 £ 10.6 % la actividad hialuronidasa,

respectivamente.

Yeo, Kim y Paik. (2005) investigaron los efectos antioxidante,
antiinflamatorio y antimicrobiano del propdleos en el extracto etandlico
al 80 % y en el extracto acuoso. Encontraron que ambos extractos
tienen efectos inhibitorios hialuronidasa, pero, al parecer, el efecto es
dos veces mas superior en el extracto etandlico que en el extracto

acuoso. Esto se deberia a sus componentes polifendlicos y flavonoides.

Lopes et al., (1999), investigaron a P. cecropiifolia C. encontrando
como principal componente en la pulpa de la fruta carbohidratos, los
azucares predominantes fueron la glucosa y la fructosa. La pulpa
presentd un pH 4,87 y 10 °Brix, el contenido de riboflavina fue bastante

reducido y las vitaminas B1, B6 y C no fueron detectadas.
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2.2. Bases Teodricas

2.2.1. Hialuronidasa

Las hialuronidasas son endoglucosidadas que degradan el
AcH mediada a través de la actividad coordinada de tres enzimas
diferentes. La actividad inicial de la endoglicosidasa en el AcH genera
oligosacaridos de diferente longitud que se convierten en
sustrato para dos enzimas exoglicosidasas, la B-

glucuronidasay la B-N-acetilhexosaminidasa (Frost, Tony y Stem, 1996).

Segun Meyer (1971) la hialuronidasa testicular convierte el AcH y el
sulfato de condroitin a oligosacaridos, los cuales tienen residuos de N-
acetil-D-hexosamina en sus terminales reductor y residuos de acido D-

glucuronico en sus terminales no reductor.

En el cuerpo humano, la Hiasa se encuentra tanto en d&rganos
(testiculos, bazo, piel, ojo, higado, rifidn, Gtero y placenta) y liquidos
corporales (liquido lagrimal, sangre y esperma) (Frost, Csoka, Wong,
Stern, 1997).

La actividad Hiasa estd modulada por varios activadores (adrenalina,
histamina y fosfatasas acidas formadas en la préstata, bazo, rifién,
eritrocitos y plaguetas) e inhibidores (antihistaminicos, salicilato,
heparina, vitamina C y flavonoides) (Menzel y Farr. 1998).

La Hiasa hace que el tejido sea mas permeable a los fluidos inyectados.
La velocidad de absorcion de las drogas aumenta mediante inyeccion
subcutanea o intramuscular, mejorando la permeabilidad capilar. La
Hiasa y la AcH son ampliamente utilizadas terapéuticamente en muchos
campos, por ejemplo, en oftalmologia, cirugia y ginecologia (Menzel et

al., 1998; Schuize et al., 2008).
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Existen tres grupos principales de Hiasa con igual especificidad,
pero con diferentes mecanismos de reaccion, que se describen en la

siguiente tabla.

Tabla 1. Enzimas que hidrolizan el acido hialurénico

A. Hialuronato glicanohidrolasa (EC 3.2.1.35)
Hialuronidasa de tipo testicular
Endo-B-N-acetil-D-hexosaminidasas que degradan el AcH a un
tetrasacarido (GlcUA-GlcNAc-GlcUA-GIcNAc)2 como producto
principal; también actua sobre el sulfato de condroitina.
Presente en espermatozoides de mamiferos, lisosomas,
venenos de himendpteros, serpientes, etc

B. Hialuronato glicanohidrolasa (EC 3.2.1.36)
Hialuronidasa de sanguijuela
Endo-B-D-glucuronidasa que degrada principalmente al AcH
a un tetrasacarido (GIcNAc-GIcUA-GIcNAc-GIcUA).

C. Hialuronato liasa (EC 4.2.99.1)
Hiasas bacterianas que actian como N-acetil-D-
hexosaminidasas por B-eliminacién produciendo disacaridos
que contienen residuos de glucuronosilo con un doble enlace
entre los carbonos 4 y 5.

3GIcUA= Acido Glucorénico, GIcNAc= N-acetil glucosamina, AcH= acido
hialurénico

Fuente: Kreil, 1995

2.2.2. Acido hialurénico

El AcH es un glucosaminoglucano lineal no sulfatado, constituido por
disacaridos repetitivos de acido glucurénico y N-acetilglucosamina. Su
PM oscila entre 105 a 107 Dalton y esta conformado de 2000 a 25000
de unidades de disacaridos (Stern, 2003). Las propiedades funcionales
son altamente dependientes de la longitud de la cadena (Aya y Stern
2014).
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El AcH esta presente en la piel y es uno de los mas abundantes
componentes de la MEC cutadnea. Tiene una vida media de 2 a 5
minutos. Un individuo de 70 Kg tiene aproximadamente 15 g de AcH, un
tercio se degrada diariamente (McCourt,1999). Las moléculas de alto PM
del AcH reducen la expresién de citoquinas antiinflamatorias, son
antiangiogénicos y antiinflamatorios. Ademas, son responsables de la
hidratacion del tejido, lubricacién, secuestro de radicales libres,
distribucién de proteinas plasméaticas y efecto viscoelastico (Noble,
2002; Aya, et al., 2014). Sin embargo, los fragmentos cortos generados
por la actividad hialuronidasa son altamente angiogénicos (West y
Kumar, 1989) inmunoestimulantes e inflamatorios (Jiang, Liang y Noble,
2011). Otros estudios informan, que el AcH, principalmente es
despolimerizado por los grupos OH, producido por la descomposicion de
H20:2 catalizada por hierro libre o localmente unida al propio AcH (Saarii,
Konttinen, Friman y Sorsa. 1993)

La escisién del AcH puede ocurrir por radicales libres bajo condiciones
oxidativas, siendo promovido por cationes divalentes. Los radicales
libres y las Hiasa pueden tener actividades coordinadas en determinadas
situaciones patologicas. Diversos tipos de células responden de
diferente manera de acuerdo con los diferentes tamanos de fragmento
de AcH. Asi, polimeros de hasta 500 unidades pueden inducir una
inflamacion en monocitos, mientras que, las células dendriticas de tipo
Langerhans responden a fragmentos muy pequefos de 4 a 6 (Stern et
al., 2006)

Los pequefios fragmentos actuan como moléculas de sefal que
intensifican el proceso inflamatorio mediante la sobre regulacion de
receptores CD44, la accion de citoquinas y metaloproteinasas de la
matriz. (Bralley, Greenspan, Hargrove y Harle, 2007)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Friman%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8406685
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2.2.3. Inhibidores de hialuronidasa

Los inhibidores de la Hiasa estan encargados de mantener el equilibrio
entre el anabolismo y el catabolismo del AcH. Los inhibidores son de
estructuras quimicas diferentes tales como proteinas,
glucosaminoglicanos, polisacaridos, acidos grasos, antibioticos,
antinematodos, compuestos organicos sintéticos y
componentes bioactivos derivados de plantas (Girish, Kemparaju,
Nagaraju y Vishwanath, 2009).

En concordancia con la literatura revisada el presente estudio agrupo los
inhibidores Hiasa de acuerdo a su naturaleza quimica en

—

. Los compuestos bioactivos y

A

Los farmacos antiinflamatorios.

©

Los que actuan sobre la piel como “anti-aging”

—h

Compuestos bioactivos

Existe una rica tradicién etnofarmacologia de compuestos que funcionan
bloqueando la actividad Hiasa. Mio y Stern (2002). Perera et al. (2018)
analizaron los extractos etandlicos de diez plantas medicinales de Sri
Lankan. Los resultados revelaron que la corteza de Barathanthus
nodiflorus present6 42.31 % a 250 pg/mL y la indometacina obtuvé 50 %
a 500 pg/mL de actividad Hiasa. La actividad inhibitoria fue
correlacionada con el contenido de polifenoles.

Citalingam, Zareen, Shaari y Ahmad (2013) reportaron que la Hiasa esta
asociada con la OA al participar en la degradacion del cartilago. El
tratamiento y prevencion de OA esta enfocado en la utilidad de productos
naturales con la finalidad de limitar los efectos adversos de los farmacos
antiinflamatorios. En este estudio la Payena dasphylla con 100 pg/mL
present6 91.62 % de inhibicion Hiasa y una alta cantidad de fendlicos y
flavonoides.
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El veneno de serpiente contiene veinte enzimas diferentes incluyendo a
las fosfolipasas, metaloproteasas y Hiasas (HVS: Hiasa de veneno de
serpiene). A las HVS se le conoce como “factor de propagacion” ya que
facilita la difusidon de toxinas sistémicas. Estudios recientes han
divulgado el mecanismo de accién de ciertos fitoquimicos que quelan
iones metalicos (Zn2* y Ca?*) de las toxinas. Asimismo, han inferido que
los fitoquimicos podrian directamente interactuar con el sitio activo de
aminodcidos de la enzima y neutralizar su toxicidad. La ventaja de los
metabolitos de los vegetales es su facil disponibilidad y estabilidad
(Santhosh et al., 2013).

Sumantran et al. (2007) investigaron en Triphala guggulu (TG) y Triphala
shodith guggulu (TSG). Este ultimo es un polvo de tres frutas Phyllanthus
emblica (TA), Terminalia chebula (TB) y T. belerica (TC), utilizado en la
medicina ayurvédica para el tratamiento de la artritis y reumatismo. Los
resultados evidenciaron que el componente TB fue el mas potente
inhibidor que el TAy el TC; y el TG demostr6 ser 50 veces mas potente
que TGS. A partir de estas evidencias preclinicas los autores
concluyeron que la TG podria ser utilizada como condroprotector en el
manejo de artritis, debido a su actividad inhibitoria Hiasa.

Bralley et al., (2007) analizaron los extractos etandlicos de la cascara y
semillas de Vitis rotundifolia. Los resultados mostraron que los extractos
de semilla fueron tres veces mas potentes que los extractos de céscara
demostrando que los compuestos bioactivos, principalmente, los
polifenoles inhiben a la Hiasa. Se ha postulado que la Hiasa estimula la
angiogénesis y facilita la invasion de tumores. La elevada capacidad
antiinflamatoria, antioxidante y antihialuronidasa puede proporcionar
utilidad en el desarrollo de productos nutraceuticos. Previamente al
estudio, Pastrana, Akoh, Sellappan y Krewer (2003) reportaron que la
cascara contenia 4cido elagico, miricetina, kaemferol y resveratrol y la
semilla presentaba epicatequia, catequina y &cido gélico como
principales fendlicos.
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Girish y Kemparaju (2005) estudiaron la accion inhibitoria de alcaloides
de plantas, como el acido aristoléquico, ajmalina y reserpina contra la
actividad de HVS de N. naja. Evidenciaron que el acido aristoléquico
inhibié la actividad a través de mecanismo no competitivo. Concluyendo
que este acido interactua con los residuos de tirosina y triptéfano de la
Hiasa en lugar de unirse al sitio catalitico. Asimismo, reportaron la accién
de antioxidantes (acido ascoérbico n-propil galato, butil hidroxitolueno
acido clorogénico y curcumina) flavonoides (flavona, acido tanico y
quercetina) sobre la Hiasa del veneno de Naja naja. Los resultados
mostraron que la curcumina presentaba 91 % de maxima inhibicion,
entre los flavonoides, y la quercetina inhibia completamente a la Hiasa.
Santhosh et al. (2013) y Mahadeswaraswamy, Manjula, Devaraja, Girish
y Kemparaju. (2011) reportan que el mecanismo exacto de accion de
inhibicion de HVS no esta claro. Se puede concluir que estos
fitoquimicos pueden dar lugar a la formacién de un complejo o puede
unirse al sitio activo o los sitios distintos al sitio activo, manifestandose

la inhibicién efectiva de HVS.

Marquina, Corao, Araujo, Buitrago y Sosa (2002) prepararon un extracto
metandlico de la fruta Rubus fruticosus (blackberry). El extracto fue
fraccionado obteniendo siete fracciones. Las fracciones F3 y F7
inhibieron la actividad Hiasa y demostraron mejor accion antiinflamatoria.
Estudios previos han detectado flavonoles, favononas catequinas y
antocianidinas, lo cual estaria relacionado con la actividad

antiinflamatoria detectado en el exiracto.

Kuppusamy y Das (1991) evaluaron el efecto inhibidor de doce flavonas
sobre las Hiasa de abejas, escorpiones, serpientes de cascabel y
cobra. Encontrando que la apigenina, kaempferol, luteolina, miricetina,
phloretina (chalcona) y la quercetina inhibian a la HVS. Concluyeron que
el grupo de flavonas, flavonoles y chalconas poseen esta habilidad de
inhibicion. Kuppusamy, Khoo y Das. (1990) examinaron treinta y uno
flavonoides sobre la actividad de Hiasa de testiculo de bovino. Entre ellos
el tanino condensado inhibio la actividad de la Hiasa al 100 % a una
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concentracién de 50 M, mientras que siete compuestos (kaempferol,
silibina, apigenina, luteolina, morina, miricetina y quercetina) inhibieron
entre 29 a 76 % a 250 M. Los autores explican que el doble enlace de la
estructura del flavonoide entre la posicion 2 y 3, el grupo ceto en la
posicion 4 fueron importantes para la inhibicién. La introduccién de
grupos hidroxilos en posicion 5,7 y 4’ incrementaron la potencia
inhibidora, mientras que la sustitucion de glucésidos, revierte la

inhibicion de Hiasa de testiculo de bovino.

2. Farmacos antiinflamatorios

Suleyman, Demircan, Karagoz, Oztasan y Suleman. (2004) examinaron
los efectos antiinflamatorio y antihialuronidasa de inhibidores de COX-2
tales como el rofecoxib, celecoxib y nimesulida. La fase aguda y crénica
fue evaluada utilizando la prueba edema de la pata inducida por
carragenina y granuloma de bolitas de algodén, respectivamente. Los
resultados revelaron que la indometacina, celecoxib, nimesulida
reducian significativamente la permeabilidad vascular mediante la
inhibicién de la propiedad de propagacion de los Hiasa, mientras que el
efecto de rofecoxib fue insignificante.

Las drogas antiinflamatorias como los salicilatos, indometacina,
fenoprofen, fenilbutazona, y dexametasona inhibieron Hiasa de testiculo
y de veneno de serpiente (Kakegawa, Matsumoto y Satoh, 1998; Mio y
Stern, 2002). La indometacina resulto ser mas potente que la
dexametasona contra la HVS de N. naja (Girish et al., 2005).

3. Prueba de inhibidores contra el envejecimiento y en otras
funciones bioldgicas

La radiacion solar tiene un efecto negativo en la salud de la piel ya que
implica la generacién de las ERO. Las ERO inducen la angiogénesis,
promoviendo la generacién de nuevos vasos sanguineos (Ushio vy
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Nakamura, 2008). Los vasos sanguineos disminuyen en la piel humana
danada por los rayos UV, esta lesion produce cambios degenerativos
marcados del tejido conectivo, con degradacion de las fibras elasticas,
las fibras de colageno y el acido hialurdnico. (Fayad, Morin y Nehmé,
2017)

Bravo et al. (2016) estudiaron las propiedades antioxidantes y el efecto
de enzimas relacionadas con la piel (colagenasa, elastasa y Hiasa) de
los extractos metandlicos de frutas. Establecieron correlacién entre el
contenido de polifenoles y la inhibicién de las enzimas. Concluyeron que
las frutas inmaduras presentaban mayor capacidad antioxidante vy
actividad inhibitoria enzimatica, sugieren que el tiempo de cosecha
deberia ser considerado a la hora de desarrollar compuestos bioactivos.
Las especies frutales que contienen compuestos fendlicos ejercen efecto
inhibitorio sobre las enzimas relacionadas al envejecimiento de la piel,
los cuales pueden ser adecuados su uso en productos cosmeéticos

antienvejecimiento.

Sahasrabudhe y Deodhar (2010) prepararon extracto metandlico de la
cascara de frutos secos de Garcinia indica, de este extracto se obtuvo
dos fracciones. El extracto de acetato de etilo a 25 ug/mL produjo 83.33
%, mientras que, el extracto acuoso no produjo inhibicidn Hiasa,
sugirieren que los polifenoles y flavonoides pueden ser usados como
potentes antioxidantes en formulaciones antienvejecimiento y que
pueden ser usados por ser menos toxico a los fibroblastos dérmicos.

Li, Taylor, Kelly y Jedrzejas, (2001) determinaron que la vitamina C es
un potente inhibidor de Hiasa de S. pneumoniae, que la Hiasa de
mamiferos, con valor de ICso de 6 mM y 32 mM respectivamente. Por
otro lado, Hofinger et al., (2007) evidenciaron que el tridecanoato de
acido L-ascorbico era el mas efectivo inhibidor Hiasa con un ICso de 50
M comparable al acido glicirricico usado como inhibidor de referencia
con un ICso de 26 M. Dedujeron que la asociacion de una pequena
molécula hidréfila como la vitamina C y un residuo lipéfilo (porcion



24

hexadecanoico) parece ser una estrategia apropiada para actuar como
inhibidor. Concluyeron que los derivados de vitamina C pueden servir
como potente inhibidor de Hiasa.

Ihara et al. (2004) aumentaron la actividad inhibitoria Hiasa de la
catequina monomérica al conjugarlo con un fragmento de poli (€-lisina)
denominado catequina conjugada (CACO) y al compararlo con la
procianidina (catequina oligomérica), evidenciaron que la inhibicion
Hiasa seguia este orden: catequina conjugada > catequina oligomérica
> catequina monomérica. La CACO puede tener propiedades
terapéuticas en la prevencion de diversas enfermedades relacionadas

con la Hiasa.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1. Tipo de Investigacion

Descriptivo interpretativo y observacional.

3.2. Materiales

Material Biolégico
Frutos de Pourouma cecropiifolia C. Martius, conocido localmente

como “uvilla” o “uvilla amazénica”

Recoleccion de la muestra

La muestra fue recolectada de la comunidad El Infierno ubicado a 20 Km
de la ciudad de Puerto Maldonado, ubicado en el departamento de
Madre de Dios, durante el mes de enero. Su ubicacién geografica es:
Pendiente de 7°, con las coordenadas geograficas 12°56'17.02" Latitud
Sury 69°16'19.99" Longitud Oeste a 219 msnm).

Los frutos en racimos fueron conservados en refrigeracién en envase de

plastico y transportados hacia Lima por via aerea.

Acondicionamiento de la muestra

En el laboratorio, las frutas fueron seleccionadas y lavadas con agua
destilada y luego desinfectadas con hipoclorito de sodio 50 ppm durante
20 minutos. Posteriormente, enjuagadas dos veces con agua bidestilada
y secadas con papel absorbente y almacenadas en congelacién hasta

Su procesamiento.
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Clasificacion taxonomica
La clasificacion taxondmica fue realizada en el Museo de Historia Natural
de la UNMSM. La posicion taxénomica fue hecha segun el sistema de

clasificacion de Cronquist (1988).

3.3. Métodos

3.3.1. Analisis quimico proximal de la fruta Pourouma cecropiifolia

La cascara con la pulpa fue analizada segun el método de la Association
of Official Analytical Chemistry (AOAC) 1990.2001. Para cada andlisis
realizado se cita el “numero de procedimiento” (NP) de la AOAC

Humedad: Se analiz6 usando estufa (NP. 930.15)

Proteina: Se analiz6 usando el método de Kjeldahl, midiendo la cantidad
de nitrégeno que contiene la muestra (NP. 976.05)

Extracto etéreo: La muestra fue molida y se extrajo con éter etilico. La
cantidad de grasa representa el aceite extraido con éter (NP. 954.02)
Fibra cruda: El céalculo se realizé obteniendo la diferencia entre el peso
del residuo insoluble en &cido y en alcali con la cantidad de cenizas
insolubles (NP. 962.09)

Cenizas: Se realiz6 por incineracion a 550 °C en una mufla hasta la
oxidacion completa del material organico. (NP. 942.05)

Extracto no nitrogenado: Se determin6 por diferencia, el peso de la
muestra menos la suma de la humedad, grasa, proteina, fibra cruda y

ceniza.

Las pruebas se realizaron por duplicado. Los analisis se realizaron en el
Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina Veterinaria.
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3.3.2. Andlisis de minerales en la fruta de Pourouma cecropiifolia

La determinacion de zinc y cobre se realizé en la fruta de P. cecropiifolia
aplicando el método descrito por Standard Methods 3111 Metals by
Flame Atomic Absorption Spectrometry, 2005.

Se pes6 20 g de muestra y, después de llevar a sequedad, se calciné a
una temperatura de 550 °C. Seguidamente se hizo una digestion acida
con HNO3 /4 mL a 200 °C y se llevo hasta sequedad, el residuo se
diluyé con agua en una fiola de 50 mL. Posteriormente se realizaron
lecturas de la muestra en el equipo de absorcién atémica. Los analisis
fueron realizados en la Unidad de Servicios de Analisis Quimicos de la

Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica.

3.3.3. Extraccion de compuestos bioactivos

3.3.3.1. Separacion y maceracién de la cascara con la pulpa

Para obtener el extracto de los frutos, se aplic6 el método descrito por
Lépez, Dettmann, Nimalaratne y Schieber (2010) con algunas
variaciones. Los frutos fueron seleccionados y pesados, seguidamente,
se separo la cascara con la pulpa de la semilla con un cuchillo de acero
inoxidable. Se pesaron 170 g. los cuales fueron macerados en una
solucién fria de 350 mL de metanol 80 % en acido férmico 0.1 %.
(solvente A) luego, fue mezclado y triturado en una licuadora (400 Watts)
durante un minuto. Después, fue almacenado en refrigeracién durante
70 horas, seguidamente fue filtrado sobre una tela fina y el residuo fue
tratado por segunda vez con 170 mL de solvente A, se proceso por 40 s.
Luego, se dej6 en reposo por 6 horas y posteriormente se filtr6. Los
filtrados se juntaron y se centrifugaron a 7000 rpm durante 25 minutos
en frio, obteniendo sobrenadantes. Este mismo proceso se repitié dos

veces mas con otra muestra. Ver figura 3
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3.3.3.2. Obtencién y rendimiento del extracto.

El sobrenadante fue sometido a rotavapor a 40 °C y 540 rpm de rotacion.
Lo obtenido fue liofilizado y, posteriormente, almacenado en un frasco
ambar. Este producto fue denominado extracto de uvilla (EU) de
consistencia ligeramente viscosa, de color rojizo claro, soluble en agua
y en solventes polares. El EU fue almacenada a — 20 °C en frascos de

vidrio de color &mbar, cubierto con papel de aluminio.

El rendimiento del extracto se defini6 como la cantidad del extracto
obtenido, en base a 100 g. de cascara y pulpa. También, se determiné
la humedad del EU en una balanza de humedad La humedad del
extracto fue determinada en una termobalanza MB45-OHAUS regulando

el tiempo a 30 minutos, hasta obtener peso constante.

3.3.4. Anadlisis fitoquimico del extracto de uvilla

El andlisis fitoquimico preliminar del EU se llevd a cabo para detectar
carbohidratos, azucares reductores, alcaloides, proteinas, aminoacidos,
compuestos fendlicos, flavonoides, saponinas, taninos y esteroides.
Para, ello se siguio lo descrito por Igbal, Abu y Lim (2015), Chaitanya et
al., (2015), Lock de Ugaz (1994).

Procedimiento

Se prepard tres soluciones: Solucién | compuesta por EU al 5 % en
metanol 80 %; solucion Il constituida por EU al 5 % en agua y solucién

[l compuesta por 10% de EU en cloroformo. Se utilizaron para las
siguientes pruebas:

Con la solucioén |

Reaccioén con cloruro férrico. A 1 mL de la solucion, se dej6 caer 5
gotas de cloruro férrico al 1 % y se agité la mezcla. La aparicién de un
color azul oscuro o verde marrén indica taninos y compuestos fendlicos

en la muestra.
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Reaccion de Shinoda. Se adicion6 0.10 g de limaduras de magnesio
sobre 1 mL de la solucién y luego dos gotas de acido clorhidrico
concentrado. El desprendimiento de gas de hidrégeno y cambio de color
de la mezcla a una coloracion rojiza, amarilla o naranja, es caracteristico

de la presencia de flavonoides.

Reaccion de Bertrand (Acido silico-tlingstico) Se adicioné 10 gotas de
la muestra se evaporo6 el solvente en bafno maria (BM), luego se adicion6
cinco gotas de HCIl 10 % mas tres gotas de Bertrand. Un precipitado

blanco muestra la presencia de alcaloides.

Reaccion de Dragendorff (Yoduro de bismuto y potasio) Se inicid
evaporando en BM el solvente de 2 mL de la solucién, luego se adicioné
cinco gotas de HCI 10 % mas cuatro gotas del reactivo, se agito y se dejé
reposar por 4 minutos. Un precipitado de coloracion rojiza o naranja,
indicé la presencia de alcaloides.

Reaccion de Mayer (Yoduro mercurio y potasio). Se midi6 2 mL de
solucion de EU y se evapora el solvente en BM, luego se agrego cinco
gotas de HCI 10 % mas cuatro gotas del reactivo, se agité y se dejo en
reposo por 4 a 5 minutos. Un precipitado blanco, evidencié reaccién

positiva para alcaloides.

Reaccion de Sonnenschein (acido fosfomolibdico) A 2 mL de la
solucién de EU se evaporé el solvente en BM, después se afnadi6 cinco
gotas de HCI 10 % mas cuatro gotas del reactivo. La formacién de
precipitado amarillo verdoso fue positivo para alcaloides.

Reaccion de Rosenheim (Solucién yodo yodurada) A diez gotas de la
muestra mas tres gotas del reactivo de Rosenheim. La presencia de una

coloracidén rojo oscura indica la presencia de antocianinas.

Reaccion de Vainillina sulfurica A 1 ml de la solucién se le anadio

cinco gotas de vainillina alcohdlica y luego ocho gotas de acido sulfurico
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concentrado. La presencia de un anillo rojo pardo en la interface

evidencié a los terpenos.

Con la solucién Il

Reaccion de Molish. A 2 mL de la solucion se le adicion6 dos gotas del
reactivo de Molish, posteriormente, dos gotas de acido sulfdrico
concentrado. La formacién de un anillo de color violeta denoté la

presencia de carbohidratos.

Reaccion de Fehling. A 3 mL de la solucién se le adicioné 0.5 mL de
la solucién de Fehling Ay 0.5 mL de la solucién Fehling B y se llevo a
bario de agua hirviente. La formacion de precipitado de color rojo ladrillo

indico la presencia de azucares reductores.

Reaccion de Benedict. A 3 mL de la solucién se anadié 1 mL del
reactivo de Benedict y se llev6 a bafio de agua hirviente. La formacién
de un precipitado rojo anaranjado confirma la presencia de azucares
reductores.

Reaccion de Trommer. Se midié 2 mL de la solucién y se trat6é con el
reactivo formado de 0.5 mL de hidréxido de sodio y 5 gotas de sulfato
cuprico al 1%, luego se colocé en barno de agua hirviente. La formacién
de un precipitado rojo anaranjado indica la presencia de azucares

reductores.

Reaccion de Ninhidrina. A 2 mL de la solucion se dejo caer 2 mL del
reactivo de Ninhidrina se coloco en un bafno de agua caliente, la mezcla

cambia a un color purpura que mostro la presencia de aminoacidos.

Prueba de Taninos o Reaccion con gelatina/ NaCl (1 g de gelatina
mas 10% de solucién de NaCl) A 1 mL de la solucidn se afadi6 dos gotas
del reactivo gelatina/NaCl. Se observé precipitado blanco que indico la

presencia de taninos.
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Prueba de Espuma: Esta prueba se llevd a cabo para detectar la
presencia de saponinas. Se coloc6 en un tubo de ensayo 0.5 gde EU y
se afadié 10 mL de agua bidestilada, luego se agitdé durante dos
minutos, después se observa la formaciéon de espuma (esta debe ser
estable por lo menos 30 minutos para poder establecer la presencia de

saponina).

Solucioén Il

Reaccion de Liberman Burchard 0.1 g del EU fue disuelto en 1 ml de
cloroformo, seguidamente se mezclé con seis gotas de anhidrido acético
y luego se afadié seis gotas de H2SOs4 concentrado en zona. La
formacion de un anillo de color marrén rojizo distingui6 la presencia de

triterpenoides.

Los resultados fueron calificados como + presencia escasa, ++

presencia relativa, +++ presencia abundante y — no detectado.
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Frutos de Pourouma cecropiifolia
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3.3.5. Cuantificacion de compuestos bioactivos

El EU constituyo la unidad experimental para la cuantificacién de

compuestos bioactivos.

3.3.5.1. Contenido de polifenoles totales (CPT)

El analisis se efectué de acuerdo con la técnica descrita por Singleton et
al. (1999) con ligeras modificaciones. El reactivo de Folin Ciocalteu
utilizado para determinar el CPT reacciona con los compuestos
fendlicos, oxidando a los fenolatos resultando un complejo azul de
tungsteno-molibdato.

Se pesé 80.7 mg de EU y se disolvié con 2.4 mL de agua bidestilada,
de esta solucion se midié 0.010 mL, luego se afadio 0.090 mL de agua
bidestilada y 150 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu (dilucién 1:3);
después de 5 minutos en reposo se adicioné 150 uL de carbonato de
sodio al 20 % y se completd con agua hasta 1 mL. Después de 30
minutos de reaccion en la oscuridad, se leyd al espectrofotdmetro a 760
nm. Se hizo un blanco de muestra y un blanco de reactivo. La prueba

de realizd seis veces.

Los estandares utilizados fueron el acido galico (AG) y el acido
clorogénico (AClo) a concentraciones de 1.0, 3.0, 5.0y 7.5 yg/mL; y 2.0;
4.0,6.0,1.0,12.0, 14.0 y 16.0 ug/mL respectivamente. Se construyeron
las curvas de calibracién y sus ecuaciones lineales sirvieron para

calcular el contenido de polifenoles.

3.3.5.2. Contenido de flavonoides totales (CFT)

El  contenido de flavonoides totales fue  determinado
espectrofotométricamente, mediante la reaccién con el nitrito de sodio y

el tricloruro de aluminio, desarrolldndose un complejo aluminio-
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flavonoide de color rosado, que fue leido a 510 nm. Segun lo describe
Abu Bakar et al. (2009).

El CFT fue evaluado usando dos estandares de referencia catequina y

quercetina

a. CFT como catequina

Se pes6 12.10 mg del EU y se disolvié en 1.10 mL en una solucién
metandlica al 80 %. A 100 pl de esta dilucién se le afiadié 60 pl de nitrito
de sodio al 5%. Después de 5 minutos se midi6 60 pL de tricloruro de
aluminio hexahidratado 10% y luego de 5 minutos de reposo se agregé
800 pL de NaOH 1 M. Finalmente, la mezcla fue diluida hasta 2 mL con
agua bidestilada y transcurrido 5 minutos se ley6 la absorbancia a 510
nm. Se prepararon dos blancos, el de reactivo y el de muestra. Se
elaboré la curva de calibracién con catequina (5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0
y 30.0 pg/mL).

b. CFT como quercetina

Se preparé una disolucion a 1.4 mg/mL de EU en metanol 80 % en agua.
Se midi6 100 pL de la disolucidén. Luego se siguid el mismo
procedimiento para el caso de catequina. Se elaboré la curva de
calibracion con quercetina (30.0, 60.0, 90.0, 120.0 y 150.0 pug/mL).

La ecuacién de la recta proveniente del procedimiento mencionado en a
y b fue utilizada para la determinar el CFT en el EU

3.3.5.3. Cuantificacion de antocianinas monoméricas (CAM)

Un método practico para cuantificar las antocianinas es el método
diferencial de pH que se fundamenta en las transformaciones
estructurales del cromoéforo de la antocianina como una funcién del pH,
el cual puede ser medido usando espectrofotometria optica a través de
un procedimiento facil y rapido para la cuantificacion de antocianinas
monomeéricas (Giusti y Wrolstad, 2001).
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Las antocianinas suelen asociarse con el color de los frutos, siendo
particularmente responsables de los colores rosado, rojo, azul y morado
en la planta (Ali, Fry y Abu. 2013).

Para estimar el contenido total de antocianinas monomeéricas se siguio
el método de Giusti y Wrolstad (2001). Primero se preparé la solucién de
cloruro de potasio 0.4 My se ajusté a pH 1.0 con HCI (Solucién A) y otra
solucién de acetato de sodio 0.025 M se ajusté a pH 4.5 con acido

acetico (Solucién B)

Antes de la CAM, previamente se seleccionaron las longitudes de onda
y el tiempo en la cual se registra la més alta absorbancia para tomarlo
como punto de referencia y aplicarlo en el presente estudio. A

continuacion, se describe los andlisis previos.

a. Determinacion de longitud de onda.

Procedimiento

En un matraz aforado de 5 mL se coloc6 32.4 mg de EU y se disolvid
con la solucién A y en otro matraz de 5 mL se colocé igual peso de EU y
se disolvid con la solucién B y después de quince minutos se leyeron en

el espectrofotometro.

El método requiere dos longitudes de onda para aplicarlo al estudio. Una
longitud de onda fue elegida entre 510 £ 20 nm (longitud de onda menor
(Me) y la otra entre 700 £ 20 nm. (longitud de onda mayor (Ma) se
registraron las absorbancias (Ab) de acuerdo con el siguiente cuadro
frente a un blanco con agua destilada.
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Con la Solucion A pH=1

Long onda | 490 | 500 510 | 920 | 530 680 | 690 700 710 | 720
nm

Ab

Con la solucion B pH=4.5
Longonda | 490 | 500 | 40 | 920 | 530 | 680 | 690 | 7o | 710 | 720

nm

Ab

b. Determinacion del tiempo.

Luego de seleccionar la longitud de onda Me y Ma, se siguié el
procedimiento del item 3.3.5.3, registrando las absorbancias entre 10 a
30 minutos en un intervalo de 5 minutos. Las pruebas se realizaron por

triplicado.

A. Con la solucion A, pH= 1

Tiempo (min)
Long. Onda 10 15 |20 25 |30
(nm)
Mayor
Menor

B. Con la solucion B, pH=4.5
Tiempo (min)

Long. Onda 10 15 120 25 | 30

(nm)

Mayor

Menor
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3. Cuantificacion de antocianinas del EU

Una vez seleccionado las longitudes de onda y el tiempo de
acuerdo al item a y b se procedi6é a pesar 24.40, 32.40, 32.40,
43.70 y 48.70 mg. de EU, aplicando las condiciones antes
mencionadas. Las absorbancias de las cinco cantidades de EU,
tantoapH 1 yapH 4.5, se utilizaron para determinar la diferencia

de absorbancia (AA) aplicando la ecuacién 1.

Ecuacion 1
AA=(Ayg — Ave) PH 1.0 - (AMa — Ame)pH 4.5

AA = Diferencia de absorbancia
Aya = Absorbancia de la long. de onda mayor
Aye = Absorbancia de la long. de onda menor

La AA esun factor que se uso para determinar la concentracion

de antocianinas monoméricas (CAM) mediante la ecuacién 2

Ecuacién 2
CAM — (AA xPM)
B ExL
Donde
€ = Absortividad molar de la cianidina-3-glucésido (26,900 M x

cm™)

PM Peso molecular de cianidina-3-glucésido 449.2 g/mol

L

Longitud del paso de la luz de la celda.

Se realizd cinco pruebas y los resultados fueron la media +

desviacion estandar.

La cianidina-3-glucoésido es la antocianina que predomina en P.
cecropiifolia. (Lopes et al., 2010) por ello se usara su PM y su
absortividad molar (Giusti y Wrolstad, 2001).



3.3.5.4.

La cuantificacion de acido ascérbico en el EU se llevo a cabo segun el

método descrito por

Barros, Ferreira, Queiros, Ferreira y Baptista

(2007), con ligeras modificaciones.

A. Reactivos

1. Acido oxalico 0.4%: (AOX)
2. Solucién de extracto de uvilla (Sol. U): Se pesdé 86.4 mg de EU
y se disolvio en 1 mL de acido oxalico 0.4 % y se agité a 250

rom durante 15 minutos a 20 °C.

3. 2,6-diclorofenolindofenol 0.005 % (DCI): Antes de usar, se diluy6

con agua bidestilada hasta alcanzar 0.85 a 0.90 de absorbancia a

Determinacion de acido ascérbico (AA)

520 nm, el que fue usado para las siguientes pruebas.

4. Buffer acetato de sodio 0.2 My pH= 4. Todos los reactivos fueron

preparados en el dia.

B. Procedimiento

Se dispuso de los siguientes tubos segun el cuadro 1.

Cuadro 1. Cuantificacion de acido ascorbico en EU

Tubo

Tubos
\ Blanco | o | Tubo1 | Tubo2
Reactivos
mL Sol U - 0.1 - 0.1
mL AOX 0.1 0.1
mL  Buffer 0.1 0.1 0.1 0.1
acetato
mL DCI - 0.8 0.8
mL H20 0.8 0.8

Agitacién por 20 seg. Oscuridad por 1 minuto. Se midié
absorbancia a 520 nm

Abs

Aby

Abpci
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El tubo blanco sirvi6 para calibrar a cero la absorbancia del
espectrofotdmetro y el tubo 2 se usé para ajustar la absorbancia del tubo
U.

Se utilizé la siguiente relacion para obtener la absorbancia corregida de
EU denominandola Abyc

Abyc = (Abpci) — (Abuy)

Abyc : Absorbancia del EU corregida
Abpci : Absorbancia de DCI
Aby : Absorbancia del EU

Se obtuvieron cinco valores de Abyc y cada uno de ellos fue sustituido
en la ecuacion de la recta de la curva de calibracion de AA para

determinar la concentracion de acido ascorbico

Curva de calibracion de acido ascorbico

Solucion stock de acido ascorbico: Se pes6 5.0 mg de acido ascérbico

y se disolvié hasta 10 mL con AOX .

A partir de ese stock se prepararon concentraciones de 40, 60, 80, 10,
120, 150 y 180 pg/mL disueltas en AOX, denominada Sol. AA.

El procedimiento se muestra en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Curva de calibracion del acido ascorbico

Tubos Tubo
Reactivos Blanco Sol AA Tubo 1 Tubo 2
mL AA N 0.1 i 0.1
mL AOX 0.1 0.1 -
mL Buffer acetato 0.1
0.2 M pH 4 0.1 0.1 0.1
mlL DCI 0.8 0.8 -
Agitacion por 20 s en oscuridad por un minuto. Se midio la
absorbancia a 520 nm
Absorbancias -- Abaa Abpci | -----

De la solucién AA se prepararon siete tubos, cada uno contenia 0.1 ml
de 40, 60, 80, 100, 120, 150 y 180 pyg/mL

Se utiliz6 la siguiente relaciéon para obtener la absorbancia corregida de

cada solucion de acido ascorbico denominandola Abaac

Abaac = (Abpci) — (Abaa)

Aby. : Absorbancia del acio ascérbico corregido
Abpc : Absorbancia de DCI
Aby : Absorbancia del acido ascérbico

Se elabord un grafico curva de calibracidn con siete absorbancias
(Abaac) Yy la ecuacién de la recta sirvid para determinar la concentracion
de AA en el EU. Se trabajé con cinco muestras de EU y los resultados

se expresaron como las medias * desviacidén estandar.

Ensayo con la muestra farmacéutica. Validacion
Se utiliz6 una tableta de la casa comercial Bayer que contenia 1 g de L-
Acido ascérbico contenido en 4.5 g de peso de la tableta (descripcion
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del rotulado). Se pesd 60 mg de la tableta y se disolvié con 10 mL de
AOX vy luego, se diluyé hasta alcanzar 24 ug/ mL, utilizando el AOX.

Posteriormente se procedié aplicando el cuadro 2.

3.3.6. Evaluacion de la Capacidad Antioxidante

3.3.6.1. Poder reductor

El poder reductor se fundamenta en la capacidad de algunos
compuestos fendlicos de causar la reduccion de Fe®*/complejo
ferricianuro a la forma ferrosa. Por lo tanto, al medir la formacién de este
complejo, llamado Azul de Prusia a 700 nm puede monitorearse la
concentraciéon de Fe?* (Ferreira, Baptista, Vilas-Boas y Barros. 2007).

La prueba del poder reductor del EU fue determinada por el método
propuesto por Oyaizu (1986) con ligeras modificaciones.

A. Reactivos

1. Solucidn stock de extracto uvilla: 7.88 mg/mL
2. Buffer fosfato de sodio 0.2 M pH 6.6.

3. Ferricianuro de potasio 1 %

4. Acido tricloroacético 10%

5. Cloruro férrico 0.1 %

(En el cuadro 3 se indican los reactivos con el correspondiente nimero)

B. Procedimiento
Se preparé diez tubos conteniendo la solucion acuosa de EU. La
reaccion se ley6d a cabo a concentraciones entre 60 a 480 pg/mL de

acuerdo con el siguiente cuadro.



Cuadro 3. Poder Reductor del EU

%
Reactivos

1 |2 134|567 |81 9]H10
(mL) 1 0.06 | 0.08 | 0.12 | 0.16 | 0.20 | 0.24 | 0.28 | 0.32 | 0.40 | 0.48
(mL)
Agua 0.44 | 042 | 038|034 |030|026|0.22|0.18|0.10 | 0.02
bidestilada
(mL) 2

10 |10 [1.0 |10 |10 [1.0 |10 |10 1.0 [1.0
(mL) 3

10 |10 [1.0 |10 |10 [1.0 |10 |10 1.0 [1.0
(mL) 4 10110101010 10|10 | 10| 1.0 |10

Se agitd por 30 s y centrifugd a 2500 rpm. Luego de cada tubo (1-10) se

retird6 1 mL. que contiene la mezcla A

En otros diez tubos se colocaron lo siguiente:

(mL)

Mezcla A i0 |10 (10 (10 |10 |10 (1.0 1.0 |1.0 |1.0
(mL) Agua

bidestilada i0 (10 |10 (10 |10 |10 |10 |1.0 [1.0 |1.0
(mL) 5 02 |02 |02)].02]|02 ) 02 |02]02)02]|02
pg/mL 60 |80 120 | 160 | 200 | 240 | 280 |320 |400 | 480

Después de 45 minutos se registraron las absorbancias a 700 nm.
Se hiz6 un control positivo con 0.25, 0.50, 1.00, 5.00 y 10.00 pg/mL
de acido ascorbico. El ensayo fue llevado a cabo por triplicado. Se
expres6 como ICso en pyg de EU/mL, tal como lo expresan los
investigadores Lung y Chang. (2011), Barreira, Ferreira, Oliveira y

Pereira. (2008)

42
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El ICso representa la concentracidn que proporciona 0.5 de
absorbancia. (Belyagoubi, B, Belyagoubi, L, Bechlaghem,
Ghembaza y Atik, 2017). El ICso fue calculado por interpolacién de

acuerdo con la ecuacion proporcionado por Barreira et al. (2008).

3.3.6.2. Capacidad Antioxidante: Método capacidad captacion del
radical ABTS

La determinacién de la capacidad antioxidante in vitro se realiz6 usando
acido 2,2'-azino-bis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) como sal de
amonio denominado ABTS (PM = 548.68 g/mol), segun el informe de Re
et al, (1999) y Palomino, Garcia, Gil, y Durango (2009) con ligeras

modificaciones.

Primero se generoé el radical catibn ABTS, para ello se preparé ABTS a
7 mM, luego se hizo reaccionar con persulfato de potasio a 2.45 mM
después de mezclarse permanecié en la oscuridad a temperatura
ambiente durante dieciseis horas.

El ensayo con el radical catibnico ABTS, se fundamenta en la
cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS, debido a la
interaccién con especies donantes de hidrégeno o de electrones. El
radical ABTS es un croméforo que absorbe a 734 nm y que se generé
mediante oxidacion del ABTS con el persulfato de potasio (Rojano,
Gaviria, Gil, Saez y Schinella, 2008)
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A. Procedimiento

Para el presente ensayo se mezcl6 38.40 mg de ABTS y se disolvi6 con
agua bidestilada, seguidamente se afadié 6.62 mg de persulfato de
potasio (K2S20s) y se completé con agua hasta 10 mL. Luego se siguid
las condiciones antes mencionadas. Esta mezcla se diluyé con agua
bidestilada hasta la absorbancia de 0.7 + 0.05 a 734 nm.

Se prepard soluciones de EU en metanol 80%, cuyas concentraciones
fueron 2.1, 4.2, 6.3, 8.4 y 10.5 mg/mL y de cada una se midié 20 pL.
Luego se mezclé con 980 pL del reactivo ABTS*, seguidamente
permanecio en la oscuridad por siete minutos. La absorbancia fue leida
a 734 nm. Las concentraciones de lectura de las soluciones fueron 42,
84, 126, 168 y 210 yg/mL. También, se prepararon tubo blanco con 20
pl de EU disuelto en metanol 80 %, mas 980 mL de agua bidestilada,
que sirvid para ajustar la absorbancia de la solucién del EU; y un tubo
control con 980 L del reactivo ABTS* mas 20 pl de solvente metanol 80
%.

B. Sustancias de referencia con capacidad antioxidante:
Se utilizaron las siguientes sustancias:
= Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)
1.0, 1.5, 2.0. 2.5. 3.0, 4.0 pg/mL (disuelto en etanol 50 %)
(Fernandes De O et al. 2012)

= Acido ascérbico de 1.4, 2.1, 2.8, 3.5, y 4.9 ug/mL (disuelto en agua)

= Quercetinade 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ug/mL (la solucion stock fue
disuelta en etanol y las diluciones en etanol 80 %)

Para llevar a cabo la reaccion entre el ABTS* y las sustancias de

referencias se siguio6 el procedimiento descrito anteriormente.
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C. Formas y unidades de expresion de la capacidad antioxidante:

La capacidad antioxidante se expreso6 de tres maneras:

C.1. Porcentaje de captacion del radical ABTS

El PC-ABTS* se obtuvo aplicando la ecuacion 3 (Fernandez de O.
et al, 2012).

Ecuacion 3

PC- ABTS =

(Abc—AbU 0 Abst )x 100
(Abc)

Donde:
» Abc = Absorbancia del tubo control
» AbU = Absorbancia del tubo de EU en solucién, 6

» Abst = Absorbancia de referencia

C.2. Mediante el coeficiente de inhibicion al 50 % (ICs)

Para calcular los 1Cso del EU disuelto en metanol 80 % y de las
sustancias de referencias se aplico la ecuacién de regresion del
grafic6 obtenido en base al porcentaje de captacion del radical
ABTS* (PCR-ABTS™) vs concentracién EU. Similar, procedimiento
se hizo con las sustancias de referencias para calcular el 1Cso del
trolox, de la vitamina C y quercetina, las cuales se expresaron como

png/mL

C.3. Mediante la capacidad antioxidante equivalente
1. Equivalente Trolox (CAET)
2. Equivalente a Vitamina C (CAEVC)
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CAET se calculé aplicando la relacién siguiente:

Ecuacion 4

IC50 Trolox

TEAC =
IC50 EU

Donde:

e ICso trolox en pmoles /L

e ICso EUenmg/L

e TEAC pmoles trolox /g de EU
(Méarquez, Otero, Rojano y Osorio, 2014; Shimamura et al., 2014;
Re et al., (1999)

CAEVC se determind de manera similar al CAET

Las unidades de expresion fueron

1. CAET  enpumoles CAET /100 g de fruta fresca de uvilla*
2. CAEVC enmg CAEVC /100 g de fruta fresca de uvilla*

* Fruta fresca: cascara y pulpa

CAET se define como la concentraciéon de Trolox con la
misma capacidad antioxidante que la concentracion 1 mM del
compuesto antioxidante bajo investigacidon (Belkheiri et al., 2010; Re
et al., 1999)

CAEVC expresa la capacidad antioxidante de alimentos de
manera comprensible y facil de los radicales estables ABTS y DPPH,
usado para medir la actividad antioxidante (Kim, Won, Joo y Yong,
2002).

3.3.6.3. Capacidad antioxidante: Método capacidad de captacion del
radical DPPH

El DPPH es usualmente usado como un reactivo para evaluar la
actividad antioxidante captadora de radical libre. El método se basa en
la reduccion de una solucion alcohdlica de DPPH ante la presencia de
un antioxidante donante de hidrogeno debido a la formaciéon de un
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compuesto no radical de DPPH-H en la reaccién. El DPPH es un radical
estable y acepta un electréon o radical de hidrégeno para dar una
molécula diamagnética estable (Beyhan, Elmastas y Gedikli, 2010)

El estudio aplicd el método descrito por Brand-Williams, Cuvelier y
Berset, 1995; Mathew y Abraham. 2006). Se utiliz el radical 2,2-difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH) el cual se reduce en presencia de antioxidantes,
manifestandose un cambio de color en la solucién. (Molina, Medina,
Gonzélez y Robles, 2010)

A. Procedimiento

Se prepard una solucién metandlica stock del radical 0,1 Mm. Luego se
diluyé con metanol hasta que la absorbancia estuviera entre 0.85 £ 0.90,
y leida a 517 nm Esta solucion constituy6 el reactivo DPPH para la
prueba. La muestra EU fue disuelta con metanol 80%. Se trabaj6 con
cinco concentraciones de EU (las concentraciones del EU de reaccién
a 1 mL fueron 42, 84, 126, 168, y 210 ug/ mL) a cada tubo con una
concentracion diferente se afadio 400 pL de esta solucion y 800 uL del
reactivo de DPPH (las concentraciones del EU de reaccién a 1 mL fueron
42, 84, 126, 168, 210 y 252 ug/ mL de EU). Se agit6é por 20 segundos y
luego se dejé en reposo, a oscuridad durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se monitored en el espectrofotometro a 517
nm, cuyas lecturas fueron anotadas como AbU. Paralelamente, se
prepar6 un tubo que contenia 0.8 mL de solucién metandlica DPPH con
0.4 mL de metanol 80% cuya lectura fue la del tubo control, y otro tubo
blanco muestra que sirvié para corregir las absorbancias de los tubos

muestra.

B. Sustancias de referencia
Fueron disueltas como indica el item 3.3.6.2, seccién B pero usando
las siguientes concentraciones:

e Trolox 0.9,1.8,2.7,3.6 y 4.5 pg/mL

e Acido ascorbico 0.8,1.2, 1.6, 2.0, 2.4, 3.2 y 4.0 yg/mL
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e Quercetina 0.42, 0.83, 1.25, 1.67 y 2.50 pyg/mL

Las formas y las unidades de expresion fueron hechas segun el item
3.3.6.2 secciones C1, C2 y C3. Al respecto, Barreira et al. (2008), y
Belscak, Komes, Horzic, Kovacevic y Karlovic., (2009) reportaron la
capacidad antioxidante usando el radical DPPH como equivalente
Trolox, mientras que, Kim et al. (2002) expresaron como equivalente al
acido ascorbico.

3.3.6.4. Comportamiento cinético: Eficiencia antirradical (EA)

La eficiencia antirradical (EA) fue propuesto por Sanchez-Moreno,
Larrauri y Saura-Calixto. (1998a) el cual se calcula aplicando dos
términos ECso y Tecso. También, se indica que es una forma de expresar
la actividad antioxidante.

Cabe precisar que otro estudio lo céalcula de manera diferente como lo
efectuado por Petrovic et al. (2014) quienes obtienen el valor de EA
mediante la inversa de ICso (1/ ICso).

A continuacién, se describen los términos ECso y Tecso utilizados para

calcular EA.

1. Concentracion eficiente: ECsp

El parametro ECso es denominado concentracion eficiente o
actividad antirradical. Es definido como la cantidad de antioxidante
que se necesita para decrecer la concentracién inicial del radical
DPPH en un 50% (Villafio et al., 2007; Sanchez-Moreno et al., 1998;
Brand-Willians, Cuvelier y Berset,1995).

La ECso se calcula a partir de la ecuacién de regresion lineal del
grafico de porcentaje remanente de DPPH versus concentracién de
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la muestra o del antioxidante (Villafo et al., 2007; Padilla et al., 2008;

y Sanchez-Moreno et al., 1998a).

En ese sentido, en el presente estudio, el ECso fue determinado
segun Villafio et al. (2007). Primero, se obtuvo el porcentaje
remanente del radical DPPH, al dividir la absorbancia del radical
DPPH en el estado estacionario entre la absorbancia del radical
DPPH en el tiempo inicial (ecuacién 5)

Tiempo para acanzar el estado estacionario: Tecso

El Tecso se expresa en minutos y corresponde al tiempo necesario
para alcanzar el estado estacionario o es el tiempo de reaccion a la
qgue se desarrolla la concentracion eficiente (ECso). Se determina
graficamente y permite conocer el comportamiento cinético del EU
con el radical DPPH (Villafo et al.2007).

Se procedié a determinar los valores de Tecso y ECs0. Luego se

calculo el valor de EA.

A. Determinacion de Tecso y ECso
A1. Procedimiento para determinar ECso

1. La prueba se inicia midiendo el tubo control (solucion del radical

DPPH mas metanol al 80 %) el cual correspondié a la

absorbancia inicial (Abso). Se realizé por duplicado

2. Enuna celda de cuarzo se midié 800 mL de DPPH en metanol y
luego se adiciono 400 pL de EU disuelto en metanol 80 %, se
hizo cinco concentraciones 42, 84, 126, 168, 210 ug/ mL, se

mezclo y se realizé lecturas a 517 nm.
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3. Se registraron las absorbancias cada minuto hasta que estas
sean constantes, denominandolas Abst, es decir, hasta que

alcance el estado estacionario (EE) o estado estable de cada

concentracién.

4. Luego, las absobancias fueron analizadas y se eligieron valores
muy cercanos o con un minimo de diferencia y se seleccionaron
tres tiempos (T1, T2 y T3) de un tramo de cinco minutos. Estas

absorbancias fueron las Abst y organizadas segun el cuadro 4.

Los valores de Abso fueron las absorbancias del tubo control.

Cuadro 4. Absorbancias en el estado estacionario: Abss

EU Tiempo

pug/mL T1 T2 T3
42
84
126
168

210
T1=24 minutos T2 =26 minutos T3= 28 minutos

5. Conociendo los valores de Abso y Abst se procedioé a determinar

el porcentaje remanente DPPH, aplicando la ecuacién 5.

Ecuacion 5
% Remanente DPPH = %x 100
Donde

Abso = Absorbancia a 517 nm en tiempo cero.
Absf = Absorbancias del radical a 517 nm en el estado
estacionario.

Los valores de porcentaje remanente de DPPH mediante la ecuacién
5, se registraron en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Porcentaje remanente de DPPH de tres tiempos en el
EE

EU en % remanente | % remanente % remanente
metanol 80 % de DPPH de DPPH de DPPH
Mg/mL

TH1 T3 15

42
84
126
168
210

EE= Estado estacionario. Se registré por duplicado el cuadro 5

6. Se graficd los porcentajes remanente de DPPH versus la
concentracion del EU, resultando dos graficos de T1, de T2 y de
T3. La ecuacién lineal del grafico sirvié para calcular el ECso
(Hg/mL)

Los parametros ECsoy Tecso fueron reportados como la media y
su desviacion estandar.

A2. Procedimiento para determinar de Tecso

Se obtuvieron los datos del procedimiento A1. El Tecso (min) se
determina en el estado estacionario. Se evaluo cinco
concentraciones de EU a 42, 84, 126, 168, 210 pg/mL. Se leyeron
de menor a mayor concentracion leyendo las absorbancias a 517
nm. hasta alcanzar el estado estacionario. Se hizo un grafico y se
traz6 los valores de las absorbancias con su respectivo tiempo de

reaccion en minutos, y en este grafico se determiné el Tecso.
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C. Determinacion de la Eficiencia antirradical (EA)

Para calcular la eficiencia antirradical se aplicé la ecuacién 6

Ecuacion 6

EA (mL/min x pug) =

ECs0x Tgcso

3.3.7. Anadlisis cromatografico del extracto de uvilla

3.3.7.1. Andlisis preliminar de compuestos fendlicos del EU por HPLC-
DAD.

El andlisis se desarrolld6 en el Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco.
El andlisis consistié en determinar el perfil de compuestos fendlicos del
EU por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se aplico la
técnica de Oh, Y. S. et al. (2008) y Kerio, Wachira, Wanyoko, Rotich.

(2012), con algunas modificaciones.

A. Procedimiento
A1. Preparacion de la muestra.
El EU de Pourouma cecropiifolia fue disuelto en agua preparando

una concentracién de 13.15 mg/mL.

A2. Instrumentacion
El EU fue analizado en un equipo de HPLC Agilent 1200 acoplado a
un detector de arreglos de diodos (DAD) y la separacién
cromatografica se desarroll6 con una columna Zorbax Eclipse XDB-
C18 4.6 x 250 mm, con tamafo de particula 5 um y la pre-columna
Eclipse XDB-C18 6.6 x 12.5 mm x 5 um. La separacién se llevo a
caboa 40 °C.
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A3. Método
El volumen de inyeccion fue de 20 L, con una velocidad de flujo de
1.0 mL/min por 30 min. Ademas, se utilizé dos sistemas de solventes
constituidos por el solvente A: Acido férmico al 1 % y el solvente B:
Acetonitrilo con 1 % de Acido férmico y se aplicé la gradiente de
elucion: 0 % de B a 0 min; 100 % de B a los 30 min. EI DAD registré
longitudes maximas a 254, 370 y 520 nm.

A4. Identificacion de los componentes

La identificacidén de los componentes fendlicos principales del EU fue
realizada a través de los graficos de las curvas espectrales UV y
visible, los cromatogramas de HPLC vy los tiempos de retencién de

los picos.

Estos cromatogramas de HPLC fueron comparados con espectros y
curvas cromatograficas obtenidas en iguales condiciones con el
equipo de HPLC-DAD Agilent 1200. Ademas, se considerd los
resultados de las investigaciones de Oh, Y. S. et al. (2008); Kerio L.C
et al. (2012) y Giomaro et al. (2014), para identificar los polifenoles.

3.3.7.2 Analisis cromatografico de compuestos fenolicos del EU por
HPLC-DAD-EM/EM

La espectrometria de masa proporciona las masas del ibn molecular y
de los principales fragmentos del compuesto analizado cada sustancia
presenta una masa determinada y unas fragmentaciones dependientes
de su estructura asimilables a una huella dactilar del compuesto; por
tanto, si los espectros son obtenidos bajo condiciones determinadas, las
‘huellas dactilares” pueden ser comparadas y ello permite la
identificacién de sustancias por comparacién de su espectro de masas

con aquellos contenidos en banco de datos (Rebolo Lopez, 2006).

Se aplico la espectrometria de masas en tandem, lo que quiere decir que
se hizo fragmentacion de los iones para su caracterizacion. Al respecto
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Fernandez, Vela e lbarra (2009) explicaron que con esta técnica se
pueden detectar y cuantificar selectivamente multiples analitos dentro de
un grupo de compuestos. Ademas, se logra informacién estructural a
través de la formacién de fragmentos especificos y es util para conocer
compuestos en mezclas complejas de acuerdo a su patrén de

fragmentacion.

Este analisis se llevo a cabo en el Laboratorio de Alimentdémica Centro
Superior de Investigacion realizado en Madrid-Espafia. El estudio se

efectud conociendo los resultados llevados a cabo en el item 3.3.7.1

A. Procedimiento

A1. Preparacion de la muestra.
Para el analisis del extracto de Pourouma cecropiifolia por HPLC-
MS se preparé una solucibn de 50 mg/mL en agua con
dimetilsulféxido 78:22 (v/v). Posteriormente, fue filtrada con un filtro

de nylon de 0.45 um de tamano de poro.

A2. Instrumentacion
La muestra se analiz6 utilizando un cromatografo de liquidos Agilent
1200 series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU)
equipado con un detector de haz de diodos acoplado a un
espectrometro de masas (EM).
Detector de masas del espectrémetro fue el analizador de trampa de
iones (Agilent ion trap 6320)

A3. Método
La separacion se llevo a cabo en una columna Zorbax Eclipse XDB-
C18 (150 x 4.6 mm, 5 uym de tamafno de particula, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA). Las fases modviles empleadas
fueron:
A) Agua (Acido férmico al 0.1%) y
B) Acetonitrilo (4cido férmico al 0.1 %)
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La separacién se llevé a cabo a una temperatura de 25 °C utilizando
el siguiente gradiente: 2 % de B a 0 min; 30 % de B a los 15 min; 80
% de B a los 30 min; y 100 % de B a los 40 min, empleando una

velocidad de flujo de 0.5 mL/min. El volumen de inyeccién fue de 20

uL

Los espectros ultravioleta y visible fueron registrados en el intervalo
de 190 a 550 nm con una velocidad de adquisicién de datos de 20
Hz, seleccionando 280, 254, 370 y 520 nm como longitud de onda

para visualizar los cromatogramas durante el analisis.

El detector de EM se operd en modo de ionizacion positivo y negativo
para analizar los compuestos fendlicos, fijando los siguientes

parametros:

Temperatura de secado, 350 °C; con intervalo de masas, m/z 90-
2200 Da; flujo de gas de secado, 12 L/min; presién de nebulizacion,
40 psi.

La identificacion tentativa de los compuestos fendlicos del EU se
llevd a cabo considerando el tiempo de retencién (TR), los registros
espectrales UV-Vis, asi como las fragmentaciones del analizador de
espectro de masa, de cada uno de los compuestos, haciendo
coincidir los fragmentos de iones moleculares (m/z) obtenidos vy
comparandolo con aquellos datos encontrados en la literatura, como

una libreria de espectros.

La pureza de los picos fue chequeada por el detector DAD acoplada
con HPLC, comparando los espectros UV de cada pico con aquellas
muestras de referencias auténticas o examinadas del espectro EM
(Giomaro et al., 2014)
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3.3.8. Analisis cinético del extracto de uvilla sobre Ia actividad
hialuronidasa.

Se realizd el analisis con el objetivo de investigar si el EU posee
inhibicién hialuronidasa. La actividad hialuronidasa se determiné
turbidimétricamente, basado en la formacién de complejos entre el
hialuronidato y el bromuro de cetiltrimetilamonio, descrito por Ferrante
(1956). El complejo ofrece una absorbancia estable que es proporcional
a la cantidad de hialuronidato no digerido remanente en solucién, leido
a 400 nm (Bralley, Greenspan, Hargrove y Hartle (2008).

3.3.8.1 Proceso enzimaéatico hialuronidasa del extracto de uvilla.

Reactivos:

1. Buffer acetato de sodio 0.2 M pH 5.4 en NaCl 0.15 M (BA)

2. Hialuronidasa (testiculo de bovino, tipo I-S liofilizado (H3506) Sigma-
Aldrich) con 400-1000 units/mg (Hiasa)

3. Sustrato: Sal sbddica de acido hialurénico de humor vitreo de bovino
(AcH)

4. Extracto liofilizado de uvilla (EU)

5. Inhibidor  de referencia: Quercetina y fosfato de dexametasona
“‘dexametasona”

6. Bromurocetiltrimetilamonio 2.5 % disuelto en NaOH al 2% (CETAB)

1. Determinacion de los parametros cinéticos: El procedimiento se

dividio en dos etapas

Primera etapa: Evaluacion de la turbidez del sustrato no digerido
Consistid en determinar espectrofotométricamente la turbidez del
sustrato no digerido (AcH), equivalente al 100 % (Bralley et al., 2008)
del acido hialurénico (Concentracién inicial).

Se prepararon cinco tubos cada uno con diferentes concentraciones
de sustrato disuelto en buffer acetato de sodio (BA) el cual se
distribuy6 de acuerdo con el siguiente esquema:
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Reactivos 1 2 3 4 5
BA (uL) 90 90 90 90 90
AcH (uL) 20 40 60 80 100
Agua (uL) 140 120 100 80 60
[AcH ug/mL] 16 32 48 64 80

Se agitaron y se incubaron a 37 °C por 22 min.

Se retiraron del bano de incubacién y se anadio la solucién de CETAB.

CETAB (pL) 1000 1000 1000 1000 1000

Luego se mezclaron por quince segundos y después de diez minutos
en reposo se leyeron las absorbancias del sustrato (AbS) a 400 nm.
Se prepard un blanco de cada tubo, conteniendo todo el sistema

menos el sustrato el cual fue reemplazado por BA.

Las AbS fueron corregidas de sus respectivos blancos, estos valores
equivalen a las absorbancias del sustrato no digerido (AbSND).

Segunda etapa: Determinacion de la actividad hialuronidasa

Esta etapa consistio en determinar la actividad hialuronidasa por
desaparicion de sustrato. Se estudio la actividad de la enzima con y
sin presencia de EU. Se preparé 16 ug/mL de hialuronidasa (Hiasa)
preincubada a 37 °C durante ocho minutos y, paralelamente, en otros
tubos se inicid la preincubacién del sustrato de acuerdo con el

siguiente esquema:
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Preincubaciéon de los sustratos:

T ubos 1 2 3 4 5
Reactivo

BA (ub) 90 90 90 90 90
AcH (uL) 20 40 60 80 100
Agua (ul) 120 100 80 60 40

Se agitaron y se incubaron a 37 °C por 22 min
Después, se anadio 20 uL de Hiasa preincubada, correspondiendo a

la concentracién final de 16 ug/mL, a cada tubo como sigue:

| Hiasa (L) | 20 20 20 20 20 |
Incubacién por 4 minutos. Luego se anadié CETAB
| CETAB (u) | 1000 1000 1000 1000 1000 |

Se mezcld por 30 segundos y después de 10 minutos en reposo, se
leyeron las absorbancias (AbE) a 400 nm.

Se preparé un blanco para cada tubo, conteniendo todo el sistema
menos el sustrato y la enzima, los cuales fueron reemplazados por
BA.

Las (AbE) fueron corregidos con sus respectivos blancos, los valores
corregidos correspondieron a las absorbancionas que equivalen al

sustaro no digerido.
La actividad enzimatica hialuronidasa (AcEnz) fue expresada en
ug/mL/min y se calculé mediante la siguiente ecuaciéon 7 (Sumantran

et al. 2007; Sunitha et al. 2013; Belfeki, Mejri y Hassouna, 2016)

Ecuacion 7

AcEnz = AbSND — AbE

AbSND = Absorbancia corregida del sustrato no digerido
AbE = Absorbancia equivalente al sustrato digerido

Posteriormente, se trazo el gréfico de las inversas de las AcEnz y

concentraciéon de sustrato (Lineweaver-Burk) para determinar los
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parametros cinéticos: La velocidad maxima (Vmax) y la constante de
Michaelis-Menten (Km).

3.3.8.2. Evaluacion del comportamiento cinético de inhibicion del
extracto de uvilla sobre la hialuronidasa.

Se investigd el efecto inhibitorio del EU en base a la actividad
hialuronidasa bajo condiciones efectuadas en la segunda etapa. Se
prepard primero, un sistema sustrato-EU, de acuerdo con el siguiente

esquema:

A. Actividad hialuronidasa con dos concentraciones de EU

Preincubacioén de los sustratos con EU

Tubos 1 2 3 4 5
Reactivos
BA (uL) 90 90 90 90 90
AcH (uL) 20 40 60 80 100
Agua (uL) 100 80 60 40 20
EU* (ub) 20 20 20 20 20

Se agitaron y se incubaron a 37 °C por 22 min
Seguidamente, se anadié 20 pL de Hiasa pre-incubada a cada tubo
como sigue:

| Hiasa  (uL) | 20 20 20 20 20 |
Se incubaron por cuatro minutos. Luego se anadio CETAB:

| CETAB (ul) | 1000 1000 1000 1000 1000 |
Nota: El esquema se repitié con dos concentraciones de *EU (131.2y 262.4
pug/mL) disuelto en BA por separado

Se mezclé y después de 10 minutos en reposo se leyeron las
absorbancias de los tubos que contenian 131.2 pg/mL. a 400 nm.
Ilgualmente, se leyeron las absorbancias del EU a 262.4 ug/m. Se
prepararon tubos blanco-extracto de uvilla para obtener las absorbancias
corregidas. El resultado de estas absorbancias se les denominé

Abeu131.2]1 y Abeu2e2.4). Todas las pruebas fueron realizadas por

triplicado. La actividad hialuronidasa en presencia de EU fue calculada
utilizando las ecuaciones 8 y 9
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Ecuacion 8

AcEnzgy1312) = AbSND — (Abgy[131.2))

AbSND = Absorbancia corregida del sustrato no digerido
AbEu [131.2] = Absorbancia corregida del EU a 131.2 ug/mL

Ecuacion 9

AcEnzgyj262.4) = AbSND — ([Abgyz62.4])

AbSND = Absorbancia corregida del sustrato no digerido
AbEU [262.4] = Absorbancia corregida del EU a 262.4 pug/mL

Posteriormente, se aplicé la gréafica de las inversas de la AcCEnz y de la
concentracién del &cido hialurénico (Lineweaver-Burk), utilizado para
determinar la Vmax y la Km. La disposicion de las lineas en la grafica
permitira si el EU tiene actividad inhibitoria, ademas revelaria el modo de
inhibicion frente a la hialuronidasa.

3.3.8.3. Efecto inhibitorio de la quercetina sobre la hialuronidasa.

Ensayo de Validacion

El ensayo de la actividad hialuronidasa fue validado al reproducir la
accidn que ejerce la quercetina, conocida como inhibidor enzimatico de
la Hiasa. En ese sentido, se aplico el método descrito por Kuppusamy et
al. (1990), con algunas modificaciones.

Procedimiento

Se preparo un stock de 2 mg/mL de quercetina en etanol al 96°. de este
stock se obtuvo una dilucién de 12.8 ug/mL en etanol al 80 %. Este

flavonoide fue usado como control positivo para validar el ensayo.
El ensayo de validacion se realizé en condiciones similares mencionado
en la seccion 3.3.8.2 reemplazando el EU por quercetina. Las lecturas

fueron registradas como Abaquer. Ademas, se realiz6 un sistema blanco

con etanol al 80 % (sin quercetina) registrando las lecturas como Abkgta.
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También se prepard blanco de quercetina para cada tubo. Todas las
pruebas fueron realizadas por triplicado.

Las absorbancias de Abquer fueron restadas con los blancos de

quercetina y AbEgta, para obtener las absorbancias corregidas (Abq).
Para calcular la actividad hialuronidasa frente a quercetina (AcEnzq) se

uso la siguiente ecuacion 10.

Ecuacioén 10: Actividad hialuronidasa con quercetina

AcEnz, = ADbSND — AbQ

AbQ = Absorbancia corregida de quercetina
AbSND = Absorbancia corregida de sustrato no digerido

Posteriormente, se aplico la grafica de las inversas, aplicando los
parametros AcEnz y concentracién de sustrato (Lineweaver-Burk), y
luego, se extrapold para calcular la Vmax y la Km. Luego, se determiné
el modo de inhibicién de la quercetina, de acuerdo a la seccion. 3.3.8.2.

3.3.8.4. Evaluacion de la concentracion inhibitoria del EU (ICsp)  frente
a la hialuronidasa.

Se siguid el método reportado por Bralley et al. (2007), Sumantran et al.
(2007) y Daya et al. (2014) con ligeras modificaciones.

El valor de ICso fue determinado analizando la actividad enzimética en
presencia de diferentes concentraciones de la muestra en estudio, tal
como lo recomienda Sunitha et al. (2013). Una medida comunmente
usada para medir la potencia de un inhibidor enzimatico es su ICso, que
es definido como la concentracidn del inhibidor requerida para inhibir el
50% de la actividad enzimatica. (Wang et al., 2016)
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1. Determinacion del IC 5o del EU.

Procedimiento

1. Los reactivos fueron los mismos indicados en item 3.3.8.1.

2. Se determin6 dos valores de IC 50 de la uvilla, uno disuelto en
BA y el otro disuelto en etanol al 80 % v/v. La concentracion del
EU fue de 0 a 2.62 mg/mL se mantuvo la concentracion de

sustrato 60 pg/mL + 0.2.

Extracto de Uvilla (mg/mL)
Reactivos (uL) | Blco | Control | 1 2 3 4/ 5
BA 90 90 90 | 90 90 | 90 90
AcH 60 60 60 | 60 60 60 60
Agua 100 80 60 | 60 60 60 60
0.34 mg/ mL -- -- 20 -- -- -- --
0.68 mg/ mL -- -- 20 -- -- --
1.34 mg/ mL -- -- -- -- 20 - - --
2.04 mg/ mL -- -- -- -- -- 20 --
2.72 mg/ mL -- -- -- -- -- -- 20

Se agitaron y se incubaron a 37 °C por 22 min
Se anadi6 20 uL de enzima preincubada a cada tubo como sigue

Hiasa (uL)| -- 20 20 20 20 20 20

Incubacion por cuatro minutos Luego, se retiraron del bafio de
incubacion y se anadié CETAB.

CETAB (pL) |1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Se mezcld por veinte segundos y después de diez minutos en
reposo se leyeron las absorbancias a 400 nm. Las lecturas
obtenidas fueron tratadas de acuerdo a las ecuaciones 11y 12.

Ecuacion 11: Porcentaje de la actividad enzimatica

Ab(S+E)

0fy — —
AcEnz % = 100 ADNS

x 100
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Ecuacién 12. Porcentaje de la actividad enzimatica con EU

o/ — _Ab(S+E+U)
(ACEnZEu) % = 100 —AbNS x 100

Términos de la ecuacion 11y 12

Ab(S+E) : Absorbancia del tubo control con sustrato, enzima sin
EU.

AbSND : Absorbancia del tubo blanco con sustrato no digerido y

sin enzima,

Ab(S+E+U) : Absorbancias de los tubos del 1 al 5, con sustrato,
enzimay EU

Porcentaje de inhibicion del extracto de uvilla. Para el calculo
del porcentaje de inhibicion de cada concentracion de EU, se

aplico la siguiente ecuaciéon 13.

Ecuacion 13: Porcentaje de inhibicion del EU

(Inhibiciongy) % = AcEnz% - (AcEnzgy)%

AcEnz% = Porcentaje de la actividad enzimética
(AcEnzey%) = Porcentaje de la actividad enzimatica del EU

Se obtuvieron cinco porcentajes de inhibicién para el EU, tanto
en etanol y en BA y con ello se construyeron las curvas. La
regresion lineal de cada grafico sirvidé para calcular el valor de
ICsode EU en BA y otro EU en etanol 80 %.

2. Determinacion del IC 50 de las sustancias de referencia.

Para validar el ensayo y comparar con el EU se emple6é dos
sustancias de referencia o control positivo: la quercetina y la
dexametasona, siguiendo el método propuesto por Sumantran
et al. (2007) y Bralley et al. (2007)
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A. Para quercetina (Q)

A1. Procedimiento
1. Se prepar6 una solucion stock de quercetina de 2 mg/mL en
etanol 98°. A partir de ese stock, se obtuvieron cinco
concentraciones 6.4, 12.8, 25.6, 32.0, y 44.8 yg/mL disueltas
en etanol al 80 % v/v, que fueron utilizadas para determinar el
ICs0
Se siguid el mismo procedimiento del item 3.3.8.4 seccion A
Las absorbancias fueron registradas como Ab(S+E+Q)
Para calcular el porcentaje de inhibicién de la quercetina se
usaron previamente las ecuaciones 11y 12. Seguidamente

se aplico la ecuacién descrita a continuacion:

Ecuacién 14: Porcentaje de inhibicién de la quercetina

(Inhibiciong) % = AcEnz% - (AcEnzy)%

AcEnz% =Porcentaje de la actividad enzimatica
(AcEnza%) =Porcentaje de la actividad enzimatica de la quercetina

5. Se trazd una curva de calibracién vy se obtuvo la ecuacién de
la recta. Esta ecuacidn sirvi6 para calcular el 1Cso, de acuerdo
con el informe de Wang et al. (2016).

2. Para dexametasona (Dex)

A2. Procedimiento

1. Se preparo6 una solucién stock de dexametasona de 5.0
mg/mL en BA. A partir de ese stock, se obtuvo cinco
concentraciones 40, 80, 160, 240 y 320 ug/mL usados
para determinar el ICso

2.  Se siguib el procedimiento de la seccién 3.3.8.4. seccidn
A
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3. Las absorbancias de la dexametasona fueron registradas
como Ab(S+E+Dex)

4. Para calcular el porcentaje de inhibicion de la
dexametasona se determiné el porcentaje de la actividad
enzimatica, es decir, sin y con dexametasona (ecuacion
11 y 12) y luego se aplico la ecuacién del porcentaje de
inhibicién de la dexametasona (ecuacién 15). Con los
datos obtenidos se construyd una curva para obtener el

ICs0 de la dexametasona.

Las absorbancias de la dexametasona fueron registradas
como Ab (S+E+Dex). Seguidamente se empled la ecuacion
15

Ecuacion 15: Porcentaje de inhibicion de la dexametasona
(Inhibicidnpey) % = AcEnz% - (AcEnzpe,)%

AcEnz% = Porcentaje de la actividad enzimatica
AcEnzpex = Porcentaje sctividad enzimatica de la dexametasona

3.3.9 Tratamiento de los datos estadisticos

Los resultados se expresaron como la media y su desviacion estandar.
(n=3). Los valores de ICso fueron obtenidos mediante la ecuacion lineal
de los gréficos usando Microsoft Excel (2013 version para Windows) Los
resultados fueron estadisticamente analizados mediante la prueba de t-
student. Las diferencias fueron consideradas significativamente a p <
0.05.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Presentacion de resultados
4.1.1. Clasificacion taxonomica

La muestra fue clasificada como sigue:

Familia: Cecropiaceae

Género: Pourouma

Especie: Pourouma cecropiifolia C. Martius

Nombre vulgar: “Uvilla amazdnica” (detalles en el anexo 1)

4.1.2 Analisis quimico proximal y contenido de minerales de la
fruta de Pourouma cecropiifolia

En la tabla 2 se muestra los nutrientes mayoritarios de la cascara y
pulpa de la fruta P. cecropiifolia. El extracto no nitrogenado (ENN)
correspondié a los carbohidratos solubles. Todo ello se determiné
siguiendo las pruebas descritas en el item 3.3.1 (ver anexo 2). Los

resultados son mostrados en la tabla 2.
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Tabla 2. Analisis proximal y contenido de minerales zinc y cobre en
la fruta de Pourouma cecropiifolia

Componente Base seca
(%) (Ppm)
Proteinas 4.57
Extracto etéreo 2.04
Fibra cruda 6.35
Cenizas 3.33
ENN 83.71
Cobre 3.96
Zinc 2.18

Fuente: Datos propios

La humedad promedio de la fruta fue 82.43 %

4.1.3. Extraccion de compuestos bioactivos

Los extractos obtenidos segun lo descrito en item 3.3.3 de la
metodologia, fueron de consistencia ligeramente viscosa, de color rojizo
claro y soluble en solventes polares, constituyendo la unidad
experimental para realizar la evaluacion de los compuestos bioactivos y

estudiar su actividad antihialuronidasa.

En la tabla 3, se observa el rendimiento por extracto de uvilla (EU) en
base al peso total de la cascara con pulpa de fruta fresca (% rendimiento)
y la humedad. El porcentaje de rendimiento (% rendimiento) se obtuvo

aplicando la siguiente ecuacion:

Ecuacion 16

Peso extracto obtenido x 100

% Rendimiento =

Peso (cascara+pulpa)
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Tabla 3. Rendimiento y humedad del EU de la fruta de Pourouma

cecropiifolia
Muestra Rendimiento Rendimiento Humedad
extracto Fruta EU
(%) (%) (%)

Extracto liofilizado de

; 959+212 6.94+1.80 16 +1.53
uvilla

Fuente: Datos propios

4.1.4. Analisis fitoquimico preliminar del extracto de uvilla

Los metabolitos mas abundantes detectados fueron compuestos
polifendlicos, flavonoides, azlcares reductores, luego en menor
proporcidn estuvieron los taninos y triterpenos. Los compuestos de
presencia escasa correspondieron a los alcaloides y las proteinas; y en
los compuestos no detectados estuvieron las saponinas y los
aminoacidos. Se prepararon tres soluciones (I, Il y Ill) segun el item 3.3.4

de metodologia.



La tabla 4 muestra los resultados obtenidos con las tres soluciones.

Tabla 4. Analisis fitoquimico preliminar del extracto liofilizado de P.

cecropiifolia.

Solucion Compuesto Reaccion Resultado
Polifenoles Cloruro férrico +++
Flavonoides Shinoda +++
Antocianinas Rosenheim ++

Vainillina
| Terpenos sulfdrica ++
Bertrand +
Alcaloides Dragendorf +
Mayer +
Sonnenschein -
Carbohidratos Totales Molish 4+
Fehling +++
Azlcares reductores Benedict o
" Trommer +++
Aminoacidos Ninhidrina -
Saponinas Agitacién/agua -
Taninos Gelatina/NaCl ++
Trit Lieberman
" riterpenos Burchard ++

Calificacion:

+ Presencia escasa
++ Presencia relativa,
+++ Presencia abundante,
- No detectado.
Fuente: Datos propios
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4.1.5. Cuantificacion de compuestos bioactivos del extracto de
uvilla

4.1.5.1. Contenido de polifenoles totales (CPT)

La tabla 5 muestra el CPT que varia en funcién al tipo de acido
fendlico utilizado, siendo mayor el contenido de EAClo que EAG en
el extracto. Los anexos 3 y 4 presentan la curva de calibracién de
los estandares: acido galico y acido clorogénico

Tabla 5. Contenido de polifendlicos totales en el EU de P.
cecropiifolia.

Polifenoles totales

mg EAG/g mg EAG/100g mg EAClo/g mg EACIlo/100g
I I I I

1491 +0.66 528.47 +23.23* 22.46 + 0.51 796.17 +17.88*
96.90 * 4.26™* 142.25 + 3.19**

EAG/g: Equivalente de acido galico en 1 g. de EU
EACIo/g: Equivalente de acido clorogénico en 1 g de EU
| : Extracto en base seca (b.s)

II': 100 g de fruta (b.s)* (f.f)**

(b.s) base seca, (f.f) fruta fresca

Fuente. Datos propios

4.1.5.2. Contenido de flavonoides totales.

La tabla 6 exihibe los resultados obtenidos tanto en el extracto
como en la fruta de P. cecropiifolia, segun el método descrito en el
item 3.3.5.2 de metodologia. Los anexos 5 y 6 presentan la
ecuacion de la recta obtenida con los estandares.

Se observa que el CFT como EQ es ligeramente menor al
contenido de ECA de EU, en ambos casos fue disuelto en metanol
80 %.
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Tabla 6. Contenido de flavonoides totales en EU de P.
cecropiifolia

Flavonoides totales

mg ECA/g* mg ECA/100g mg EQ/g mg EQ/100g
I I I I

12.83 +0.46 70.15+2.99* 9.74 +2.68 61.72 +17.00*

ECA: Equiivalente de catequina
EQ: Equivalente de quercetina.
| : Extracto (b.s)

II': 100 g de fruta (f.f)*

Fuente. Datos propios

4.1.5.3. Cuantificacion de antocianinas monomeéricas (CAM)

Los pigmentos de antocianinas monomeéricas cambian de color de
forma reversible cuando varia el pH. Una de las formas coloreadas
de la antocianina es bajo la forma de oxdénio que se manifiesta a
pH 1,0 mientras que la forma incolora de hemicetal predomina a pH
4,5. La diferencia en la absorbancia de los pigmentos en 520 nm o
a 510 nm es proporcional a la concentracion de antocianina. Las
antocianinas degradadas presentan forma polimérica, son
resistentes al cambio sin importar el pH y no presentan diferencias
en las lecturas espectrofotométricas en los pH 4.5y 1.0 (Lee, Durst
y Wrolstad, 2005; Guisti y Wrosltad, 2001).

Al hacer el barrido espectrofotométrico descrito en item 3.3.5.3 de
metodologia, se observé la absorbancia mas alta a 510 nm (Me) y
a 700 nm (Ma) respectivamente, para ambas soluciones. Estas
longitudes de onda se eligieron para CAM.

Al estudiar el tiempo Optimo para la medicion de antocianinas, se
observé que a los 15 minutos se alcanzaba el equilibrio de las
absorbancias tanto en la solucion A (KCI 0.4 M, se ajusté a pH 1
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con HCI) como en la solucion B (CH3COONa 0.025 M se ajusté a
pH 4.5 con CH3COOH).

La figura 5 muestra el CAM, estos valores fluctuaron entre 2.44 a
4.63 mgECi/L de EU, cuyos tenores fueron dependientes de la
cantidad de EU utilizados (24.40 a 43.70 mg). La tabla 7 muestra
los resultados de CAM

s \ 3.91 4.17 4.38 4.63
2 45 —
2 4 p ]
o 2.44
B 35 :
B
5 25 \
2 2
-l
E 1.5 1
g 1
3 v
z 0.5 t = ~——
g 0 a L - - S el
E — - o
24.4 32.4 48.7 24 g

32.4
mg de extracto de uvilla

Figura 5. Contenido de antocianinas
monoméricas del EU de la fruta de P. cecropiifolia

EU de 24.4 a2 43.7 mg.
Fuente. Datos propios

43.7

4.1.5.4. Determinacion de acido ascorbico (AA).

Para determinar el contenido de AA en el EU, se hizé un previo
ensayo con un producto farmacéutico que contenia AA entre 96 a

110 % de AA. Se detectaron valores de acuerdo a esta variacion
mencionada.

La concentracion de AA del EU se exhibe en la tabla 7 y este se

reporta en mg de extracto y en 100 g de fruta. La determinacién se
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describio en el item 3.3.5.4 de metodologia. En el anexo 7 presenta
la ecuacién de la recta obtenida con el estandar, la cual fue utilizada
para determinar el contenido de AA.

Tabla 7. Contenido de antocianinas monoméricas y acido
ascorbico de EU de P. cecropiifolia.

Antocianinas monoméricas Acido ascorbico

mg ECi/g mg ECi/ L mg ECi/Kg mg/g mg /100 g
I [ ! | Il

0.55+0.12 3.90+0.86 34.82+6.03 0.30+0.02 1.86+0.05

ECi: Equivalente de cianidina -3-glucésido AA: Acido ascérbico
I: mg ECi/g EU I: mg AA/g EU
Il: mg ECi/Kg de F.F II: mg AA/100 g de F.F

Fuente. Datos propios

4.1.6. Evaluacion de la capacidad cntioxidante

4.1.6.1 Determinacion del poder reductor del extracto de uvilla.

Considerando el fundamento del método mencionado en el item
3.3.6.1, el EU produjo la transformacién de Fe3* a Fe?*,
observandose un cambio de color amarillo de la reaccion a varios
matices de verde a azul, dependiendo del contenido de sustancias
reductores en el EU.

La Fig. 6 registra el comportamiento reductor del EU el cual se
incrementa con la cantidad del EU, similar comportamiento ocurre
con el acido ascorbico. Las formas de expresar los resultados estan
de acuerdo con lo reportado por Farhan y Charanjit. (2017) vy
Beyhan et al., (2010). Los ICso para el EU y el acido ascorbico
fueron 169.12 + 1.29 y 4.96 £ 0.10 ug/mL, respectivamente.
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Figura 6. Poder reductor del EU P. cecropiifolia'y
acido ascorbico
Fuente. Datos propios

4.1.6.2. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método
del radical ABTS y DPPH

A. Porcentaje de captacion de los radicales ABTS

La actividad captadora del EU sobre el radical ABTS, se muestra
en la figura 7. Se exhibe el incremento proporcional con el aumento
de la concentracion del EU desde 42 a 210 pg/mL, en metanol 80
%. Los porcentajes de captacion variaron entre 20.76 £ 0.41 % a
83.86 + 0.47 % para el EU. Se observo un ligero incremento de la
capacidad de captacion a 84 y 126 ug/mL de EU que las otras

concentraciones de EU.
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Figura 7. Capacidad antioxidante del EU por radical ABTS
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168
Mg/mL de extracto de uvilla
Figura 8. Capacidad antioxidante del EU mediante el

radical DPPH

Fuente

: Datos propios
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B. Porcentaje de captacion de los radicales DPPH

La figura 8 ilustra la actividad captadora del EU sobre el radical
DPPH, se evidencia aumento progresivo de la captacion del radical
de acuerdo con las concentraciones de EU (42, 84, 126, 168 y 210
Mg/mL).

C. ICso del EU mediante ensayos de los radicales ABTS y DPPH

En la tabla 8 se aprecia los ICs0 del EU tanto del ensayo con los
radicales ABTS y DPPH. Ademas, se observan valores de los I1Cso
de las sustancias de referencias (Trolox, acido ascorbico vy
quercetina) frente a los radicales DPPH y ABTS: Los ICso se
calcularon de acuerdo con las ecuaciones lineales de los graficos

gue se aprecian en los anexos 8, 9, 10, 11y 12.

Tabla 8. ICso del EU y de las referencias mediante el
ensayo de captacion del radical DPPH y ABTS

Parametros ABTS DPPH
T ICs0 ICs0
Muestras pMg/mL Mg/mL
EU en
MEOH 80 % 115.07 £ 1.30 134.44 +1.62
Trolox* 2.43 +£0.02 2.84 £ 0.01
Acido
Ascorbico* 258 +0.02 2.72+0.05
Quercetina* 1.06 £ 0.01 n.d**

Muestras de estudio: Extracto de uvilla (EU) y
muestras de referencia*
Fuente. Datos propios



77

D. Capacidad antioxidante expresada como equivalentes de
antioxidantes de referencias.

La capacidad antioxidante de EU, también fue expresada como
CAET (capacidad antioxidante equivalente a Trolox) y CAEVC
(capacidad antioxidante equivalente a vitamina C) de los radicales
ABTS y DPPH (Ver tabla 10)

Tabla 9. Capacidad antioxidante por los métodos de ABTS
y DPPH del EU P. cecropiifolia

TCAET
ABTS | DPPH
537.05 + 6.00 520.64 + 6.24
2CAEVC
ABTS | DPPH
143.80 £ 1.60 128.78 + 1.52

'Capacidad antioxidante equivalente Trolox en umol/100 g de
fruta fresca (FF)
2Capacidad antioxidante equivalente a vitamina C en mg/100 g
de F.F. Fuente: Datos propios

En la tabla 9, el valor de CAET de EU para ABTS fue superior
respecto al radical DPPH. De manera similar, sucedi6 con los
resultaron de CAEVC.

4.1.6.3. Comportamiento cinético. Eficiencia antirradical (EA)
mediante el ensayo DPPH.

A. Comportamiento cinético y determinacion de Tecso

En la figura 9 se observa cinco curvas de la cinética de reaccion del
DPPH de cinco concentraciones (42 a 210 ug/mL) del EU en
metanol/agua al 80 %. Las absorbancias fueron monitoreadas cada
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minuto, desde el tiempo 0 hasta 35 minutos de cada concentracion.
Las curvas fueron descendiendo, es decir, los valores de las
absorbancias disminuyeron en funcion al tiempo, en cada una de
las concentraciones, hasta que se alcanz6 un estado estable entre

los 24 a 35 minutos.

Se eligid tres tiempos 24, 26 y 28 minutos en el fragmento del
estado estable, cuyas absorbancias presentaron minimas
variaciones. El Tecso fue determinado de acuerdo con el grafico

de la figura 9, encontrandose 26.0 £ 2.0 min.

Absorbancia 517 nm

0.7
+=—42 ug/mL 84 ug/mL 126 ug/mL =——168 ug/mL =210 ug/mL

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Figura 9. Comportamiento cinético de reaccién del radical DPPH

frente al extracto de uvilla
Fuente. Datos propios

B. EC50 del EU

La EA se determiné aplicando la ecuacion 6 (item 3.3.6.4.),
previamente se calcul el promedio de ECso. Este valor se obtuvé
de la ecuacién lineal del gréafico de la figura 10. En esta figura se
muestran 3 curvas que corresondieron a 24, 26 y 28 minutos. La
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EA result6 del producto de las inversas de ECso y el Tecso (Rojano
et al., 2008; Villaro et al., 2007).

Enlafigura 10 se aprecia que el origen de las curvas empez6 desde
el eje y. Luego el sentido de la curva desciende, es decir los
porcentajes remanente del radical DPPH disminuyeron en funcion
del aumento de la concentracion del EU (42 a 210 pg/mL).

El promedio de ECso fue 132.11 £ 1.30 ug/mL (ver tabla 11)

120 -
*24 y = -0.3597x + 96.742
T R? = 0.9814
& 100 26
[a)]
(]
o 80 - 28 y =-0.3541x + 96.754
€ N R?=0.9822
(]
C
S 60 -
o y =-0.3526x + 97.363
) R 2_
2 40 | R2 = 0.9785
=
ot
5 20 -
a
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
ug de EU/mL

Figura 10. Evaluacion de ECso mediante el porcentaje
remanente de DPPH
Fuente. Datos propios

También, se obtuv6 el EA usando los términos ICso y Ticso. Para
calcular el primer término se utilizé las mismas absorbancias para
calcular el ECso y con ello se aplicé la ecuacidon 3 del item 3.3.6.2.
y los procedientos C.1y C.2. El valor de Ticso fue igual a Tecso. Los
resultados de este procedimiento fueron muy cercanos al
mencionado en item 4.1.6.3. El valor de EA fue igual aplicando

tanto el ICso y ECso, tal como se muestra en la tabla 10.
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La tabla 10 exhibe el resumen de la eficiencia antirradical y el
comportamiento cinético obtenido mediante dos procedimientos.

Tabla 10. Eficiencia antirradical y comportamiento cinético

% remanente DPPH | % de captacion de DPPH

Muestra TECso ECso EAx 103 ICso EAx 103

EU 26 +2.0 [132.11+£1.30 0.30 £0.01 [132.10+2.19 0.30+0.02

EU: Extracto de uvilla en metanol 80%
Tec50: min

ECso e I1Cso: pug/mL
EA: Eficiencia antirradical, mL/pg.min)
Fuente: Datos propios
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4.1.7. Anadlisis cromatografico del extracto de uvilla.

4.1.7.1. Analisis preliminar de compuestos fendlicos del extracto de
uvilla por HPLC-DAD

La figura 11 representa el perfil del EU con 11 picos registrados
en un lapso de veinte minutos mediante HPLC-DAD. Se puede
visualizar que la deteccion se realizd a una longitud de onda 254.4
nm, que caracteriza a los &cidos fendlicos se usé el detector de
arreglo de diodos.

"DADI A, Sig=254 4 Ref=ff [FENOLICOSI2018-03-10 T 16-35-50RC-U-2 - FENOLICOSI2015:03-10FT 16-36-50RC-U-30D)
MAU
W
" Acidos Fenolicos
e :
75 9" 0
: 0| I ‘o K
5']—_ ("JI glﬂa % E o *
| 6. o g T
%1 it 6T ok o
5 R T W Y. S | A
e e L min
] T T ‘ T T | T T I i . i
0 b 10 15 ) %

Figura 11. Perfil cromatografico (I) HPLC-DAD de acidos fendlicos
del EU
Fuente. Datos propios

La tabla 11 describe los tiempos de retencion (RT), desde 3.008
hasta 18.716 minutos, la anchura de retencion y el porcentaje de
area de 11 picos. Los picos 1 y 2 presentaron mayor area que los
demas picos.



Tabla 11. Caracteristicas de los picos del grupo de
acidos fendlicos obtenidos por HPLC-DAD

Muestra: Extracto de Uvilla

Signal 0: Sig =254,4
RT Ancho Area Area
Pico (min) (min) (mAuxs) %
1 3.008 0.261 871.154 37.098
2 3.396 0.09 466.056 19.847
3 10.136 0.165 46.026 1.96
4 10.554 0.213 225.711 9.612
5 11.011 0.167 134.592 5.732
6 12.199 0.2 33.338 1.42
7 12.532 0.146 37.699 1.605
8 12.857 0.124 8.232 0.351
9 16.374 0.169 143.799 6.124
10 16.86 0.163 87.495 3.726
11 18.716 0.163 294.122 12.525
RT: Tiempo de retencién. Fuente. Datos propios
mAU T *DAD 1 A, 5ig=254.4 Ref=off (FENOLICOr2015-03-10 FT 16-35-50/iR.C-U-2D-FENOLICOSS/2015-03-10 FT 16-35-50/RC-U-3.D

1004

80+

60—

40+

204

—

AcidosFenolicos

min

Figura 12. Perfil Eromatogréfico (1) por HPLC-DAD de acidos

fendlicos del EU.
Fuente. Datos propios
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Después de obtener el perfil cromatografico (Fig. 11) se realiz6 el
andlisis de dos, de los once picos, mediante barrido en la regién
espectral UV-Vis, debido a que estos metabolitos presentan curvas
espectrales tipicas que caracterizan a los acidos fendlicos. Estos
resultados se muestran en la figura 12, que comprende el perfil
cromatografico de dos picos de los acidos fendlicos y un tercero no
identificado del EU, evaluado durante un tiempo de veinte minutos.

La figura 13 comprende 13A y 13B. Las figuras son espectros de
absorcién ultravioleta de los picos 1 y 2 de la figura 13. Estos
espectros fueron obtenidos por barrido desde 240 a 450 nm. Los
perfiles 13A y 13B se caracterizaron por la presencia de dos
bandas con dos longitudes de onda maxima cercanas a 250 y 330
nm. El pico del perfil 13B fue el mas alto con 27.7 mAU respecto al
perfil 13A con 9.9 mAU. Sin embargo, entre ellos se mantiene una

similitud en su perfil espectral.

La figura 14 muestra el cromatograma del EU con siete picos
mediante HPLC-DAD. La detecciéon se realizé a una longitud de
onda 370.4 nm que caracteriza al grupo de flavonoides (FLA).

Luego, se hizo el andlisis de tres picos mediante barrido en la
region UV-Vis. Los resultados se observan en la figura 15. Este
cromatograma del EU (mAU vs tiempo) con 3 tres picos mas
prominentes en orden ascendente fueron los picos 3, 1y 2, los
cuales corresponden a las caracteristicas de los picos 7, 5y 6
registrados en la tabla 13.

La figura 16 comprende 16A, 16B y 16C se distinguen las curvas
espectrales de los picos 1, 2 y 3 visualizado en la figura 15. El
barrido muestra A max desde 240 a 450 nm. Se aprecia el
desarrollo de dos bandas | y Il en el rango espectral de la zona

ultravioleta.
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Figura 13. Curvas espectrales por HPLC-DAD de los

acidos fendlicos del EU
Las curvas 13Ay 13B corresponden al pico 1y 2 de la Fig. 12
Fuente. Datos propios
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Figura 14. Perfil cromatografico (I) de flavonoides del EU

Fuente. Datos propios
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Figura 15. Perfil cromatografico (ll) de flavonoides del EU.

a=Area= 7.55743, b=Area=7.84342
Fuente. Datos propios



DAl 16.3638 (11.7 mald, - JRef=15.801 & 17.115 of RC-U-2.

1
16A
Long. de aada
3 1 ; I I 5 ) ¥ 1 T T T T T T T T T T T
a0 300 350 400 450 nm

*DAaDd, 18881 (7.8 mal, -) Ref=15.881 £ 17115 of RC-U-2.0

86

m ALl —
7= 2
3 16B
g8 —
5
ad| O I
3
2 2
1_; Leong. de onda
0
TS B T . AT B T T L S R 73 [T T
250 200 350 400 450 rnm
DAl 18,715 (27 4 mald, - ) Ref=18.481 & 12 421 of RC-U-2.
mALL
25 3
] 16C
20 —
15
10
o _: Long. de onda
0

T e T A e N B
250 200 250 400 450 rm

Figura 16. Curvas espectrales de flavonoides del EU.
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visto en la Fig. 15. Fuente: Datos propios
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Tabla 12. Caracteristicas de los picos del grupo de
flavonoides obtenidos por HPLC-DAD

Muestra Extracto de Uvilla

Signa 0: Sig =370,4 Ref=off
RT Ancho Area Area
Pico (min) (min) (mAUxs) %
1 10.122 0.173 7.557 2.046
2 10.542 0.197 29.758 8.057
3 12.185 0.184 7.843 2.124
4 12.532 0.165 19.479 5.274
5 16.375 0.169 102.849 27.848
6 16.86 0.164 60.927 16.497
7 18.716 0.158 140.91 38.153

RT: Tiempo de retencion Fuente. Datos propios

La tabla 12 describe los tiempos de retencién (RT) del grupo de los
FLA desde 10.122 hasta 18.716 minutos, la anchura de retencién,
del area (min) y el porcentaje de area de siete picos. Resultando
los picos 5y 6 y 7 con mayores areas que los demas picos, del
grupo de los FLA, tal como se visualiza en la figura 16.

La figura 17 representa el cromatograma mediante HPLC-DAD del
EU con 3 picos. Se puede visualizar que la deteccién se realizé a
una longitud de onda 520.4 nm que caracteriza a las antocianinas
(ANT). Luego, se hizo el andlisis de cada pico mediante barrido en
la regién UV-Vis, debido a que este metabolito presenta espectro

de absorcidn tipico que caracterizan al grupo de las antocianinas.

La tabla 13 describe los tiempos de retencidén (RT) desde 12.181 a
15.057 minutos, anchura de retencion (min) el area y su respectivo
porcentaje de area de tres picos del grupo de ANT,

correspondiendo a los de mayor area los picos 1y 2.
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La figura 18 comprende las curvas espectrales 18A, 18B, y 18C
obtenido por barrido desde 240 a 650 nm de los picos 1, 2y 3 de
la figura 17.

'DADI C, Sig=520 4 Ref=of (FENOLICOSIZ015-03-10 FT 16-35-50RC-U-2.D - FENOLICOS015-03-00 FT 16:35-50RC-U3D)
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Figura 17. Perfil cromatografico del grupo de las
antocianinas del EU
Fuente. Datos propios

Tabla 13. Caracteristicas de los picos del grupo de
antocianinas obtenidas por HPLC-DAD

Muestra: Extracto de Uvilla

Signal 0: Sig =520,4
(min) Ancho Area .
Pico (min) (min) mAuXxs Aea %
1 12.181 0.171 64.792 28.47
2 12.53 0.164 149.254 65.584
3 15.057 0.162 13.531 5.946

RT: Tiempo de retencion Fuente. Datos propios
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4.1.7.2. Analisis de compuestos fendlicos del extracto de uvilla por
HPLC-DAD-EM

Los compuestos fendlicos del extracto del EU fueron
caracterizados usando HPLC y la sefial de los picos fue confirmada

por el espectrémetro de masa.

La figura 19 nuestra el perfil cromatografico por HPLC-DAD-MS del
EU con diecinueve picos. La tabla 14 muestra las caracteristicas
del analisis del espectrémetro de masa.
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Figura 19. Perfil cromatografico HPLC-EM/EM de compuestos

fendlicos del EU de Pourouma cecropiifolia
Fuente: Resultados propios
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Tabla 14. Analisis de HPLC-DAD-EM/EM: Componentes bioactivos EU de P.

cecropiifolia
Pico | Tiempo | A M+H]* i Compuesto
L . [M-H] L P
de max ion Principal . Principal Identificacion
retencidon | (nm) | molecular | fragmento on fragmento | tentativa
. molecular
(min) m/z m/z m/z
1 9.342 290, | 579.3 427,291, Dimero de
330 procianidina
296, . 545,515, | Acido clorogénico
2 9.485 375 707.7 353
3 | 10455 |278 | %672 8658 | 577,,287 | merode
procianidinas
4 10,740 »80 5157 353,323, Aci,dg dicafeoil
191 quinico
5 11.148 280, 449.3 287 Cianidina-3-
520 glucosido
6 11.494 315 483.2 465, 363, Ampelopsina
321 glucdsido
7 11.725 278 505.6 505, 490, NI
429, 373,
284
260, 423, 407, NI
8 12.354 360 425.7 389, 363,
293, 162
Apigenina arabinosil-
glucosido 0
Apigenina xiloxil-
9 |12980 |330 | 5656 547,529, glucosidoo
427 Apigenina glucosil-
arabinosido ¢
(Apigenina pentosa-
hexosa)
275, Cianidina 3-(6”
10 13.236 520 235.9 287 malonil) glucdsido
11 14.2 280 | 579.2 425, 287 Dimero de
procianidina
Quercetina rutdsido
12 14.351 260, 611.4 465, 449, Quercetina
360 303 . -
rhamnosilgalactdsido
13 14.871 260, | 467.8 449, 358, NI
360 340, 304,
Delfinidina 3-
258, (malonil) glucdsido, o
14 15.52 365 >>18 303 Quercetin hexdsido
malonato
260, 303,179, | Dihidroquercetina-O-
15 16.409 340 449.8 152 rhamndsido
16 29.387 278 295.9 277, 165 NI
17 29.94 272 334.6 277 NI
18 34.982 280 270.6 133 NI
352.9 329, 145
19 37.538 276, 270.6 365 NI
283 406.6 613.9
20 46.869 280 543.1 365 NI
21 50.155 280 509.7 490, 423, NI
342,204

NI: No identificado, *lon detectado como [2M-H].

Fuente. Resultados propios
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4.1.8. Andlisis cinético del extracto de uvilla sobre la actividad
hialuronidasa.

4.1.8.1. Proceso enzimatico hialuronidasa. Parametros cinéticos

La primera etapa consistié en formar una gradiente de turbidez,
propia del AcH, e indica sustrato no digerido. La turbidez genera
absorbancias crececientes segun el aumento de las

concentraciones de AcH a 16, 32, 48, 64, y 80 ug/mL.

La segunda etapa intervino la accion de la hialuronidasa, es decir,
hubo actividad enzimatica al hidrolizarse el AcH, produciéndose la
reduccion de la turbidez del AcH.

5 - y = 63.267x + 1.0455

- R? = 0.9968
A 4
£
£
S 3 7
i3
> 2 -
3
2 1
-y

I T 0 T T T 1
-0.03 -0.01 0.01 0.03 0.05 0.07

1/[5] (ug AcH/mL)-1

Figura 20. Grafico de Lineawear-Burk de la actividad
hialuronidasa
1/[S]: Concentracion de sustrato (AcH: 0.013, 0.016, 0.021, 0.031, 0.063
ug mL") V: Velocidad de la reaccion de AcH.
Fuente. Datos propios
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Los datos obtenidos de ambas etapas fueron procesados,
obteniendo los parametros cinéticos: Km: Constante de Michaelis
Menten y Vmax: Velocidad maxima, provenientes del grafico de

Lineawear-BurK (Fig.20).

Km
Vmax

60.73 + 6.48 pg/mL
0.96 + 0.08 pg/mL/min

4.1.8.2. Evaluacién del comportamiento cinético de inhibicion del
extracto de uvilla sobre la hialuronidasa

Los resultados de la evaluacion efecto inhibitorio del EU sobre la
actividad de la hialuronidasa se muestra en la figura 21. Los

parametros cinéticos se muestran en la tabla 15.

[EU]=262.4 pg/mL
2

y =74.95x + 2.4628

y =70.248x + 1.773 6

y = 63.267x + 1.0455 4

1/V (ug/mL/min)-1

0.03 0.08

- 1/[5] (ug AcH/mL)-1

Figura 21. Grafico de Lineawear-Burk de la actividad hialuronidasa
con EU (262.4 y 131.2 pg/mL) del fruto P. cepropiifolia
Fuente. Datos propios



de EU de P. cecropiifolia

Tabla 15. Resumen de los parametros cinéticos de la hialuronidasa con dos concentraciones

Parametro s/ EU EU EU

0 ug/mL 131.2 yg/mL 262.4 ug/mL
Vmax
(ng/mL/min) 0.96 + 0.08 0.57 = 0.03 0.41 + 0.02
Km
(ng/mL) 60.73 + 6.48 39.93 + 4.56* 30.62 + 3.29*
Pendiente 63.24 + 1.95 70.43 + 4.30 75.03 +3.93
Valor R? 0.99 + 0.00 0.99 + 0.01 0.98 +0.01

EU: Extracto de uvilla; * Km aparente.

Fuente. Datos propios

94
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4.1.8.3. Efecto inhibitorio de la quercetina sobre la hialuronidasa.

Ensayo de Validacion

La figura 22 muestra la actividad enzimatica Hiasa con quercetina (12.6

Hg/mL) y

sin quercetina.

1/V (ug/mL/min)-1

12

10 1 y = 164.95x + 1.1001

¢ Con
quercetina

Sin
quercetina

-0.03 /@ 0.01 0.03
-2 1 1/[S] AcH (ug/mL)-1

0.05

0.07

Figura 22. Grafico de Lineawear-Burk de la actividad
de hialuronidasa con quercetina y sin quercetina

Fuente: Datos propios

Los parametros cinéticos con presencia de quercetina fueron:

Los parametros cinéticos sin quercetina se muestran en la tabla 16

Km = 149.50 + 9.54 pg/mL
Vmax = 0.91 £ 0.06 pg/mL/min
Pendiente = 164.50 + 2.30
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4.1.9. Evaluacion de la concentracion inhibitoria sobre la
hialuronidasa. Determinacion del ICsp

4.1.9.1. Determinacion del ICso del EU

Se presenta dos resultados de ICso de acuerdo con el solvente
utilizado. El EU disuelto en etanol al 80 % y otro en buffer acetato de
sodio (BA).

La tabla 16 registra el porcentaje de la actividad antihialuronidasa por
efecto del EU disuelto en etanol 80 %. El porcentaje de la actividad
enzimatica en presencia de EU (% Act.Enzeuy) se inicio con 75.51
2.26, reduciéndose hasta 9.95 + 2.98. Sin embargo, el porcentaje de
inhibicion fue aumentando de 13.83 + 0.64 a 79.63 + 1.18, usando
0.34 a 2.72 mg/mL de EU. La actividad enzimatica sin EU fue 89.62 +

2.63 % en cada uno de los cinco tubos.

Tabla 16. Porcentaje de inhibiciéon del EU en etanol 80% sobre
la actividad hiasa

(m:/LrLL) % Act.Enzeu % Inhibicion
0.34 75.51 £2.26 13.83 £ 0.64
0.68 62.22 + 3.35 2717 + 3.56
1.36 41.78 £2.25 47.8. +1.37
2.04 21.60 £1.95 68.01 +1.21
2.72 9.95. +2.98 79.63 +1.18

% Act. Enz-EU: Porcentaje de actividad enzimética
con extracto de uvilla. Fuente. Datos propios

La tabla 17 exhibe el % Act.Enzeu, en buffer acetato, se inicié con

80.01 + 1.02 y fue disminuyendo hasta 12.10 + 3.30%, mientras que,
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el porcentaje de inhibicidén hialuronidasa se fue incrementando a 8.70
+ 1.39 hasta 76.60 + 3.81 %. En este caso la actividad hialuronidasa

sin EU, se inico con 89.90 + 0.80 %.

Tabla 17. Porcentaje de inhibiciéon del EU en buffer acetato sobre

la actividad hiasa

EU (mg/mL) % Act. Enzeu % Inhibicion
0.34 80.01 £1.02 8.70 + 1.39
0.68 72.67 £1.90 15.85 +1.77
1.36 42.90 +2.17 46.00 £ 1.93
2.04 28.57 + 0.68 58.00 + 1.60
2.72 12.10 £ 3.30 76.60 * 3.81

% Act. Enz-EU: Porcentaje de actividad enzimatica
con extracto de uvilla. Fuente: Datos propios

La figura 23 muestra los porcentajes de la actividad antihialuronidasa

de la quercetina y la dexametasona. Podemos ver que vari6 de 12.14
+0.92 a 88.66 + 0.74 % para la dexametasonay 11.16 £ 0.19 a 79.04
+1.13% para quercetina, a concentraciones de 40 a 320 y 6.4 a 44.8

pg/mL, respectivamente.
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4.1.9.2. Determinacion del ICsp de las sustancias de referencia
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Figura 23. Porcentaje de inhibicion de la actividad

hialuronidasa por efecto de la dexametasona y la quercetina.
Fuente. Datos propios

Tabla 18. ICso del EU, dexametasona y la quercetina

Muestras Ecuacion de la ICs0
recta (mg/mL)
EU con etanol 80% y =29.542 +4.219 1.55+0.06
EU con BA y=29.334x-0.2912 1.72+0.10
Quercetina y=1775.6x+5.2195 0.03 £ 0.01

Dexametasona y =266.45x-0.2262 0.19 £0.02

EU: Extracto de uvilla, BA: Buffer acetato sédico. (Concentraciones
de quercetina y dexametasona ver tabla 19)
Fuente. Datos propios.

El promedio de ICso de los grupos EU con etanol 80% y con BA, se
obtuvo de tres repeticiones. Se aplico la prueba de t-student
resultando t = 2.5248 y p = 0.065. Como p= 0.065 > 0.05, no existe
estadisticamente diferencias de medias entre los grupos.
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4.2. Analisis, interpretacion y discusion de resultados

Pourouma cecropiifolia C Martius es un arbol frutal nativo de la Amazonia
peruana, perteneciente a la familia de Cecropiaceae cuyos frutos son de
consumo extendido por la poblacién rural (Gonzales, 2007 y Brack, 1999).

En el ano 1975, National Academy of Science destaca la importancia de la
uvilla, manifiestan que existe desconocimiento de su potencial industrial, su
procesamiento, preservacion, su uso como saborizante y su valor
nutricional. Por otro lado, Villachica (1996) reporté que los arboles son de
rapido crecimiento representando los frutos, materia prima para la

agroindustria.

Los resultados del andlisis proximal de la fruta P. cecropiifolia recolectado
en Puerto Maldonado fue registrado en la tabla 2 revelando ligeras
diferencias con el reporte de Arias (2011). Asi también, existe diferencias
con los estudios de Villachica (1996), Sotero et al. (2011) y Lopes et al.
(1990). Fundamentalmente la explicacion se deberia a la técnica de analisis
y a los factores medioambientales de la especie. Al respecto, Brack (1999)
manifiesta que la fruta presenta diversidad genética y variacion en la
madurez del fruto. Para realizar el presente analisis se usé la cascara con
pulpa, mientras que los autores mencionados analizaron la pulpa de la

uvilla.

Los resultados del contenido de zinc y cobre fueron mas elevados que lo
reportado por Lopes et al. (1990). El conocimiento del potencial nutricional
de las frutas tropicales es una de las areas de investigacion prioritaria para
nuestro pais. Con el fin de lograr incrementar su consumo, cultivo,
comercializacion y puede ser usado como insumo en la industria

alimentaria y farmacéutica.

Respecto al rendimiento del extracto, se obtuvo 9.59 + 2.12 g/100 de la
fruta de uvilla, este valor es comparable a a lo reportado por otras frutas
tropicales en las especies Oenocarpus bataua (ungurahui) y Euterpe
oleracea (acai) cuyos rendimientos fueron 10.5 +2.0y 10.5 + 0.3 g/100 g
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de pulpa, respectivamente (Rezaire et al., 2010) siendo estos valores

cercanos al presente estudio.

En la tabla 4 se aprecia los resultados del analisis fitoquimico preliminar del
EU. Se logr6 detectar diez compuestos, destacando los metabolitos
secundarios tales como flavonoides, triterpenoides, antocianinas,
polifenoles, alcaloides y terpenos. La presencia de estos metabolitos es
comparable con lo encontrado por Arias (2011) quien, detect6 flavonoides,
fendlicos, taninos, alcaloides y esteroides. También, Camargo et al. (1991)
encontraron flavonoides, taninos, triterpenoides y cumarinas. Por otro lado,
Guio et al. (2010) estudiaron la pulpa de Pourouma cecropiifolia y
determinaron dioles monoterpénicos como compuestos volatiles,
sugiriendo que sean precursores del linalol, compuesto importante en el
aroma de la pulpa de esta fruta. Por tanto, la presencia de terpenos en el
presente estudio estaria relacionada con los compuestos aromaticos de la
pulpa. Respecto a la presencia de triterpenos, Lopes, Koketsi, Carauta, de
Olivera y Kaplan (1999) analizaron el aceite esencial de las hojas, corteza
de tallo y flores de P. guianensis. Esta especie crece en las zonas de Rio
de Janeiro y en ella encontraron monoterpenos oxigenados,
sesquiterpenos, y derivados aromaticos como salicilato de metilo. En tanto
que, Torres-Santos et al., (2004) aislaron, de las hojas de P. guianensis
compuestos tales como triterpenoides (acido ursoélico y acido oleandlico)

con actividad antileishmania.

Los compuestos bioactivos de vegetales son metabolitos secundarios
ampliamente distribuidos en plantas que generalmente les confieren un
sabor unico y propiedades que promueven la salud (De la Cerda, Lépez,
Nufez, Pefa y Obregue, 2015). El extracto fenélico de especies vegetales
esta constituido de una mezcla de grupos fendlicos que difiere en el nUmero
y arreglo, tanto de grupos metéxilos e hidroxilos en el anillo aromético de
acidos fendlicos, flavonoides y otros compuestos relacionados (Naczk, M.,
Amarowicz, Zadernowsk, Pegg y Shahidi, 2003).

El CPT fue 96.90 + 4.26 mg/EAG/100g y 142.25 + 3.19 mg EAClo/100g de
fruto fresco (tabla 5). Segun el analisis de HPLC y HPLC-DAD-MS
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efectuado al EU (tabla 14) el 4cido fenédlico predominante en el EU fue el
acido clorogénico, el cual pertenece al grupo de los acidos hidroxicinamicos
detectado por HPLC (figura 13). Mientras que, el &cido galico no fue
detectado. En la actualidad, no hay reportes anteriores de CPT de la
cascara con pulpa de la uvilla en base a estos acidos fendlicos. Sin
embargo, existe investigacién en frutos de P. cecropiifolia recolectados en
Manaos, Amazonas, Brasil, realizado por Lopes et al. (2010) cuyos
resultados fueron 84.66 +1.22 mg EAG en 100 g de cascara y 8.85 +3.74
mg EAG en 100 g de pulpa, mientras que nuestra muestra consistio de

cascara con pulpa.

Sotero et al. (2011) analizaron CPT de frutos de uvilla recolectado en
lquitos, resultando la cascaray la pulpa con 12.72 £ 0.52 y 35.35 £ 0.26 mg
equivalente de catequina/100g, respectivamente. La catequina difiere de
los acidos galico y clorogénico usados como referencia en el presente
estudio, por ello no fue posible compararlo. EI CPT de la uvilla fue
comparado con la especie Vitis vinifera “uva” debido a la analoga fisica con
el fruto de P. cecropiifolia. El estudio fue reportado por Marinova, Ribarova
y Atanossova (2005), detectaron 213.3 mg EAG/100g de fruta fresca de
uva. Los autores realizaron la extraccion con nitrégeno liquido, usando
metanol acuoso 80 %, y con ultrasonido. Mientras que, para la obtencion
de EU no se aplic estas condiciones durante el proceso de extraccion, que
posiblemente incrementaria el contenido de polifenoles. Entonces los
resultados del EU fueron 96.90 + 4.26 mgEAG y 142.25 + 3.19 mg EAClo
en 100 g de fruta fresca en ambos casos y estos valores se incrementaron

cuando se represento en base seca de la fruta. (tabla 5).

Los flavonoides forman parte de los polifenoles, y poseen variaciones
estructurales a medida que surgen diferentes sustituciones. Se encuentran
predominantemente en forma glicosilada que como aglicona; estos
cambios impactan en las propiedades farmacocinéticas vy
farmacodinamicas. (Gonzales, Ballester, Lopez y Suarez, 2011). El
contenido de fenoles y flavonoides son parametros importantes que
establecen tanto la calidad del fruto como el potencial biol6gico Marinova
et al. (2005).
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Los valores del CFT del EU fueron 70.15 + 2.99 mgECA/100g y 61.72 +
17.00 mgEQ/100 g de fruto (tabla 6). El hallazgo de flavonoides coincide
con los resultados por HPLC registrados en las figuras 14, 15y 16 (item
4.1.7.1) que manifiestaron presentar varios flavonoides en el EU.

En la actualidad, la literatura no registra del CFT de la uvilla. No obstante,
se comparé con otras frutas, tales como la uva (Vitis vinifera), pera (Pyris
communis), fresa (Fragaria vesca), manzana (Malus pumil) e higo (Ficus
carica), se encontré en cada uno 77.1, 69.9, 69.7, 48.6 y 20.2 mg ECA/100

g, respectivamente. (Marinova et al., 2005).

Varios estudios han demostrado que existen muchas variaciones en el
contenido de flavonoides en una misma especie de diferentes regiones
(Gobbo-Neto et al., 2007) y la concentracion puede aumentar en respuesta
al estrés del medio ambiente, que puede ser causado por enfermedades,
altitud, contaminacion atmosférica, nutrientes, clima y radiacion ultravioleta
(Macedo et al., 2013).

Moo et al., (2015) informaron que el metanol al 80 % asegura una
extraccidn maxima de fenoles solubles y flavonoides de frutas tropicales.
Asimismo, Hasbay, Celin y Hayindin (2007) reportaron que los solventes
organicos acuosos como el extracto metandlico al 80 % proporciona
eficiencia en la extraccion de compuestos fendlicos que los solventes
monocomponente. Por esta razdn se eligidé este tipo de solvente para el
presente estudio.

Garzon, Narvaés, Riedl y Schwart (2010) argumentaron que las variaciones
en el contenido de compuestos fendlicos pueden ser explicadas
parcialmente debido a las diferencias en las condiciones de cultivo
(temperatura y lluvia, factores estacionales, genéticos y agronémicos). En
tanto que, Tomas-Barberan y Espin (2001) justifican la variacion al estado

de maduracioén de los frutos.
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En la tabla 7 se muestra el contenido de antocianinas, asi tenemos que el
EU tuvo 34.82 + 6.03 mg ECi/Kg de fruta fresca. Este dato es comparable
con los reportes de Kayesh et al., (2013), cuyos valores de antocianinas
para la uva roja fue de 30 a 750 mg/Kg, de la fresa 19 a 55 mg/Kg y
frambuesa 20 a 687 mg/Kg. En otro trabajo, Abe, Da Mota, Lajolo y
Genovese (2007) evaluaron seis variedades de Vitis vinifera encontrando
12.8 + 0.1 a 248 + 2.4 mg/100 g. En ambos estudios las variaciones son
notables. En otro estudio realizado por Barrios et al. (2010b) analizaron tres
fracciones de un extracto metanol/acido acético (19:1 v/v) de la cascara de
la fruta de P. cecropiifolia. Los contenidos de antocianinas de las fracciones
fluctuaron entre 2.6 £ 0.8 a 95.3 £ 5.6 mg de ECi/100 mg de extracto de la
cascara y resulto tener efecto citotéxico hacia diferentes lineas celulares de
cancer. En tanto, Lopes et al. (2010) analizaron por HPLC-DAD-EM vy
determinaron el contenido de antocianinas en la cascara de la uvilla,
obteniendo 420.26 + 3.07 mg/kg de peso fresco de cascara. Este valor es
elevado por que los autores usaron como muestra unica la cascara, en
nuestro caso el contenido de ANT es de un extracto que provino de la
cascara y la pulpa.

El contenido de vitamina C fue 1.86 £ 0.10 mg AA/100 g de fruta (tabla 7),
este resultado fue superior a los reportes de Lopes et al., (1999) y Villachica
(1996) quienes evaluaron la fruta P. cecropiifolia encontrando 0 y 0.6,
respectivamente. Sin embargo, los resultados de Arias (2011) y Sotero et
al. (2011) muestran valores muy superiores (4.89 y 2.45 = 0.20 mg de
AA/100 g de fruta) a nuestro estudio. Esta diferencia probablemente se
deba a la metodologia y al solvente (metanol/ acuoso 80:20 v/v en acido
férmico usados en la extraccion de los compuestos bioactivos,
considerando que la vitamina C es soluble en sistemas acuosos. Otra
explicacién fue proporcionada por Aymoto, Genovese y Lajolo, (2005) al
sefnalar que las frutas congeladas muestran bajo contenido de vitamina C
cuando son comparadas con frutas frescas. Similar efecto podria haber
sucedido en la fruta de uvilla y en el EU, el almacenamiento en frio podria
haber ocasionado bajo contenido de vitamina C. En ese sentido, Lesem

(1988) manifestd que la vitamina C se oxida en condiciones de pérdida de
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agua o estrés hidrico, alterando el sistema de captacion de radicales libres
en el tejido del vegetal. Esta oxidacion del AA, explica Rufino et al., (2010),
promueve el comportamiento prooxidante del AA, al parecer, se deberia a
la formacion de radicales de ascorbilo durante el proceso de oxidacion.

La capacidad antioxidante del EU de la fruta P. cecropiifolia fue evaluada,
aplicando los métodos de poder reductor y la capacidad de captacion de
los radicales ABTS y DPPH. La razon de aplicar varios métodos fue
fundamentada por Prior, Wu y Schaich, (2005) y Pérez-Jdiménez et al.
(2008), quienes senalan que los antioxidantes actuan por mudltiples
mecanismos, dependiendo del sistema de reaccion o la fuente radicalaria

y el oxidante.

Los resultados del poder reductor del EU fueron registrados en la figura 6
usando como control positivo al acido ascérbico (AA). En la figura se
aprecia las concentraciones de EU de 60 a 480 pg/mL y sus
correspondientes absorbancias de 0.25 £ 0.01 hasta 0.79 + 0.02. Los
valores de ICso con 169.12 + 1.29 ug/mL para el EU y 4.96 £ 0.10 pg/mL,
para el AA, es decir, el AA tendria 34 veces mas capacidad reductora que
el EU.

Al respecto, Barreira et al, (2008) estudiaron la actividad antioxidante de las
flores de castana por los métodos PR y del radical DPPH; obteniendo
valores de ICso muy diferentes de 87.3 y 74.9 ug/mL, respectivamente. En
el caso de EU los IC 5o tuvieron también variaciones similares de 169.12 +
1.29 (item 4.1.6) y 134.44 £ 1.62 ug/mL (tabla 8) para PRy el radical DPPH
respectivamente (tabla 8). Esta diferencia se deberia al hecho que el EU
fue disuelto en agua por qué el sistema de reaccién del PR trabaja de esta
manera. Este hecho ocasion6 posiblemente la disminucién de la expresion
de moléculas reductoras de naturaleza apolar del EU, manifestandose

solamente las moléculas polares con propiedades reductoras.
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Mientras que con el método DPPH, el EU estuvo disuelto en metanol
acusoso, haciendo propicio la expresién de moléculas reductoras polares y

no polares por lo tanto aumento el potencial antioxidante.

La figura 6 muestra el perfil del PR del EU. Se aprecia que las absorbancias
ascienden en funcion al incremento de la concentracion de EU. Similar perfil
se aprecia en el reporte de  Beyhan et al. (2010) de la fruta Acca
sellowiana. Actualmente, no existen trabajos previos sobre el poder

reductor de la fruta de uvilla, razdn por la cual no fue posible compararlo.

Los resultados del poder reductor del EU de la fruta P. cecropiifolia
demostraron su capacidad antioxidante. Varios investigadores
fundamentan esta accién, asi Kondo, Kurihara, y Fukuhara (2001). exponen
que la capacidad se debe a la presencia de compuestos fendlicos con
multiples grupos hidroxilos de flavonoides y antocianinas, los cuales donan
atomos de hidrégeno, quelan metales y tienen la habilidad de captar
radicales libres. También, Ferreira et al., (2007) explican que la presencia
de sustancias reductoras ejerceria accién antioxidante al destruir la cadena

del radical libre al donar un atomo de hidrégeno.

La figura 7 y 8 exhibieron la actividad antioxidante del EU mediante el
método de captacién de radicales ABTS y el DPPH. Se observa que los
porcentajes de capacidad de captacion de ABTS y DPPH aumentaron
progresivamente segun se incrementaba la concentracion de EU. En el
caso del radical ABTS, el EU en algunos puntos de 42, 84 y 126 ug/mL se
observaron notorio incremento, mientras que con el método del radical
DPPH, se aprecia en los puntos 42, 84 y 168 ug/mL. Se evidencié que los
compuestos fenodlicos del EU reaccionaron mas efectivamente con el
radical ABTS que con el radical DPPH. el cual estaria relacionado

directamente con los componentes antioxidantes presentes en el EU.

La tabla 8 muestra los resultados de los ICso de las referencias y del EU
mediante los ensayos de ABTS y DPPH. Los valores de ICso de las

referencias presentaron el orden siguiente: acido ascorbico > trolox >



106

quercetina. Este orden fue inverso a su potencial antioxidante. Por ejemplo,
la quercetina con 1.06 £ 0.01 ug/mL tuvo la posibilidad de captar o eliminar
el 50 % de radical ABTS y de DPPH que las demas sustancias. Resultado
comparable con el informe de Majewska, Skrzcki, Podsiad y Czeczot (2011)
indicando el efectivo potencial antioxidante que tiene la quercetina frente a
los radicales libres.

Al comparar los valores ICso de las referencias con el EU, se observan
valores muy distantes. Los ICso de trolox, AA y quercetina tendrian 47, 44
y 108 veces mas capacidad de captacién o eliminacién del 50 % de los
radicales ABTS que el .EU.

El ICso del EU por ABTS (Tabla 8) presento menor valor (115.07 + 1.30
Hug/mL) demostrando tener mayor capacidad de captacién de radicales
ABTS que el valor ICso del EU por DPPH. Estos resultados fueron
explicados por Beserra et al., (2011), menciona que el radical ABTS puede
solubilizarse en sistemas acuosos y en medios organicos, permitiendo que
la actividad antioxidante pueda ser medida debido a la naturaleza hidréfila
y lipbfila de estos compuestos. Mientras que el DPPH se aplica para

extractos acuosos-organicos.

Los ICso obtenidos por el método de DPPH son frecuentemente
categorizados en  niveles de antioxidante. Por ejemplo, Mau, Chang,
Huang y Chen (2004) informan que valores bajos de ICso de extractos
vegetales presentaran mayor eficiencia en las propiedades antioxidantes
cuando los valores de ICso estan por debajo de 10 mg/mL. En el caso del
EU se obtuvd 134.44 £ 1.62 pg/mL por lo tanto seria de buena actividad
antioxidante. Mientras que Mufoz, Atha, Ma y Kennelly (2002), agruparon
los ICs0 en 4 niveles de antioxidante (baja, media, alta y muy alta) de
acuerdo a sus valores de ICso. Entonces, se puede inferir que el EU tendria
baja capacidad antioxidante. (ICso = 100 pg/mL a ICso < 200 ug/mL).
Actualmente, no existe un consenso de categorizar los valores de
antioxidantes mediante estudios de las técnicas de ABTS y DPPH como lo

evidencian las referencias consultadas.
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Investigaciones previas sobre la actividad antioxidante de la fruta de uvilla
fue reportado por Sotero et al. (2011), el estudio se realizd en extractos
metandlicos de la pulpa y de la cdscara de la uvilla en muestras secas.
Reportaron que la pulpa de uvilla a 1000 pg/mL de extracto secuestra
21.55 % de radicales DPPH, sin embargo, la cascara a esa misma cantidad
de extracto alcanz6 96.37% de secuestro de radicales DPPH. Mientras que
el EU tuvo 76.69 % de inhibicion a 210 pug/mL, resultando ser muy superior

la capacidad antioxidante del EU.

En la tabla 9 se exhiben los valores de capacidad antioxidante como
equivalente Trolox (CAET) y equivalente a vitamina C (CAEVC). El valor de
CAET fue 537.05 + 6.00 umoles/100 g de fruta fresca mediante el ensayo
ABTS, significativamente, elevado con respecto a 529.64 + 6.24 para
DPPH. Por otra parte, Shimamura et al. (2014) manifiestan que valores
altos de CAET significan mayor actividad de captacion del radical DPPH.
Por lo tanto, el EU tendria mayor capacidad antioxidante en base al método
de ABTS. Esto se deberia a la baja selectividad del ABTS que reacciona
con cualquier compuesto aromatico hidroxilo, independientemente de su

potencial antioxidante real (Roginsky y Lissi, 2005).

El valor de CAET-EU por DPPH fue comparado con las variedades de uva
Vitis labrusca y Vitis vinifera, reportado por Tiemi Abe et al., (2007) quienes
obtuvieron entre 2.7 £ 0.1 a 13.8 = 0.9 umoles de CAET/g valores muy
cercanos al EU con 5.29 + 0.06 y 4.96 = 0.11 umoles/g de fruta fresca (FF)
a pesar de las diferencias metodoldgicas entre ambas investigaciones.

Otra investigacién desarrollada por Quirds-Sauceda et al. (2014) extrajeron
con metanol 80 %, los compuestos fendlicos de la pifia (Ananas comosus
L), el mango (Mangifera indica L.), la papaya (Carica papaya L.) y la guava
(Psidium guajava L.), cuyos valores de CAET-ABTS fueron 189.5, 224 .4,
325.7 y 959.1 umoles Equivalente trolox/100 g de FF, respectivamente,
mientras que el EU tuvo 537.05 = 6.00 umol/100 g de FF. También se
informan los valores de CAET-DPPH de las frutas con 7.20, 10.80, 9.68 y
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14.30 umol de ET/100 g de FF. Sin embargo, el EU presento un valor muy
superior demostrando tener mayor capacidad antioxidante que la pifa,

mango y papaya.

En la tabla 9 se muestra el valor de CAEVC-ABTS con 143.80 = 1.60
mg/100 g de FF, este resultado fue superior a 125.8 £ 3.2y 120.0 £+ 4.5 2
mg/ 100 g de pulpa fresca de mora y guayaba; pero ligeramente inferior a
161.5 = 3.3 de la pulpa de uva (Kuskoski, Garcia, Morales y Fett. 2006). En
el caso CAEVC-DPPH del EU presento 128.78 £ 1.52 mg/100 g de FF este
valor fue superior a 105.9 £ 0.4;82.6 £2.6;y 100.7 £ 2.2 mg/ 100 g de pulpa

fresca. correspondientes para las mismas frutas mencionadas.

Hasta la fecha no hay estudios previos sobre CAET y CAEVC nide valores
de ICsode la fruta P. cecropiifolia para fines de comparacion con el presente

estudio.

Los resultados sobre la capacidad antioxidante demostraron que el EU de
la cdscara con pulpa de la fruta P. cecropiifolia tuvo significativa capacidad
antioxidante debido probablemente a una variedad de compuestos
bioactivos (acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y vitamina C).
Similar explicacion fue dada por Beserra et al., (2011) al resumir que la
actividad antioxidante de las frutas se atribuiria a los compuestos fenélicos,
antocianinas y vitamina C. Asimismo, Aymoto et al. (2005) consideraron
que la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos depende de
varios factores como el sistema de oxidacién y el grado de glicosilacion de

los flavonoides.

Los resultados del comportamiento cinético y la eficiencia antirradical se
muestran en la figura 9 y en la tabla 10. La cinética de reaccién del DPPH
frente al EU presentd un tipo reaccion biféasica a partir de 126 pug/mL con un
rapido decaimiento en la absorbancia en los primeros minutos, seguida de
una etapa mas lenta en el que estan implicados los productos de
degradacion. Similar observacion fue registrada por Villafio et al., (2007).
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Para explicar el comportamiento cinético del EU se eligio el reporte de
Sanchez-Moreno, Larrauri y Saura-Calixto, (1998b), quienes clasificaron a
los polifenoles en tres categorias de acuerdo con su comportamiento
cinético en base al Tecso como sigue: rapido (menor de 5 min), intermedio
(5 a 30 min) y lento (mayor 30 min). Ademas, clasificaron los valores de
EA en tres niveles. Los valores de EA menores a 1 x 102 tienen
comportamiento cinético lento; entre 1 x 10 a 5 x 103 presentan nivel
intermedio y entre 5 x 10°a 10 x 10 nivel alto y superiores a 10 x 103
como muy alto. En el caso del EU la eficiencia antirradical del EU de P.
cecroiifolia seria lento y de acuerdo con su valor Tecso se ubicaria en la

categoria intermedia (< 30 minutos).

Es importante mencionar, que, si es elevado el EA, el antioxidante ejercera
su accion con menor concentracién y en menor tiempo, lo que interesa en
sistemas bioldgicos. No obstante, si los antioxidantes actuan con una
cinética lenta o intermedia, como el caso del EU, se usarian como aditivos
alimentarios. El propésito puede ser mantener su accién durante un tiempo
prolongado (Padilla et al., 2008).

El analisis preliminar de compuestos fendlicos del EU fue realizado por
HPLC acoplado a un arreglo de diodos (DAD). Este detector es
particularmente Util para confirmar los picos eluidos de sus espectros
caracteristico, asi como, también verificar la pureza de los picos. EI DAD
puede, simultaneamente, medir la absorbancia de todas las longitudes de

onda al adicionar un solo dato de longitud de onda (Siouffi, 2000).

Los resultados de las figuras 11, 12, 13A y 13B, conjuntamente con los
datos de la tabla 11, demostraron que el EU de la fruta de P. cecropiifolia
contiene &cidos fendlicos del grupo de los hidroxicinamicos. La
interpretacion de estos hallazgos concuerda con los reportes de
Bengoechea et al. (1995) quienes encontraron que los espectros UV para
los acidos hidroxicindmicos y sus derivados se caracterizan por presentar
cuatro bandas de absorcion. Las primeras dos bandas absorben a longitud

de onda entre 230 a 240 nm. Las dos bandas restantes aparecen entre 300
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a 330 nm. Estas bandas corresponden a los anillos arométicos y su grado
de sustitucion. Mientras que las demas bandas corresponden al doble
enlace (-C=C-) en la cadena lateral conjugado con el anillo aromaticoy al
grupo carboxilo conjugado (-COOH) unido al anillo por el lado de la cadena,
conteniendo un doble enlace.

R.
G
R,—O—C—HC=CH OH

Figura 24. Estructura del acido hdroxicinamico
Fuente. Bengoechea et al., 1995

Resultados similares al perfil espectral de las figuras 13A y 13B de los
acidos fendlicos del EU fue presentado por Kowalski y Woslki (2003), al
detectar para el acido clorogénico dos bandas con longitudes de onda (A)
maxima 240.4 nm y 324.7 nm. Mientras, que Cuellar, Ariza, Anzole y
Restrepo (2013) exponen la Amax de los estandares de acido clorogénico

y acido cafeico a 320 nm.

Mientras que el otro grupo de acidos fendlicos llamado acidos
hidroxibenzbicos se detectan a una Amax de 260 nm, y los acidos
hidroxicinamicos (figura 24) se distinguen a una A max de 320 nm (Collado,
2011). Los resultados demuestran que el EU contiene acidos fendlicos,
posiblemente con once componentes, segun la figura 11 y la tabla 11; y las
bandas de la figura 13A y 13B corresponden al grupo hidroxicinamicos tal

como el 4cido clorogénico.

Los flavonoides en el EU fueron evidenciados mediante los resultados de
la figura 14, 15 y la tabla 12. Ademas, resultdé importante las figuras 16A,
16B y 16C, ya que en ellas se definen las caracteristicas estructurales de
los FLA. Podemos apreciar el desarrollo de dos bandas | y Il en el rango
espectral de la zona ultravioleta. Las bandas Il fueron las mas pronunciadas
que las bandas |. La banda Il presento un A maximo entre 250 a 280 nm y

la banda | con A maximo entre 340 a 380 nm. En este mismo grafico, se



111

distinguen las alturas de las bandas Il de 16A, 16B y 16C cuyos valores
fueron 11.7, 7.8, y 27.4 mAU respectivamente que corroboran mayor
elevacion con respecto a la banda |. Estas caracteristicas del EU coinciden
con lo reportado por Abad-Garcia, Berrueta, Garmoén-Lobato, Gallo y
Vicente. (2009), describiendo una banda Il que corresponde a la absorcién
del anillo A del sistema benzoilo y la banda | la cual esta asociada a la
absorcion del anillo B del sistema cinamoilo. Asimismo, Mabry, Markham y
Thomas (1970) detectaron dos bandas de absorciones UV maximas a 232-
270 y 316-346 nm propias de los flavonoides. En otro estudio, el patrén de
quercetina exhibié dos bandas con A a 254.5 nm y 369.5 nm. En tanto que,
Lock (1994) registré en una tabla los rangos de valores de absorcion para
las bandas | y Il de ocho tipos de flavonoides. Al comparar los resultados
de las dos bandas de la curva espectral del EU con la tabla presentaria
flavonoles (3-OH libre) flavonoles (3-OH sustituido).

Los resultados de la figura 17, 18 y la tabla 13 demostrarian que EU
presentaria caracteristicas estructurales de las antocianinas. Las curvas
18A, 18B y 18C muestran dos bandas | y Il en la zona ultravioleta y visible,
en el rango de long. de onda de 250-300 nm para la banda Il y entre 500 a
550 para la banda |. Ademas, se distingue que la banda |l es menos
elevada (0.4 a 5.3 mAU) que la banda | (1.5 a 13.5 mUA). Las longitudes
de onda maxima registradas fueron 280 y 515; 280 y 525; 278 y 525 nm
para las figuras 18A, 18B y 18C respectivamente. Estos resultados fueron
comparables con reportes de Yee, Eng, Amin, Azrina y Yuon (2012) al
investigar la fruta de C. odontophyllum, identificaron seis compuestos de
antocianinas con A max. entre 275 a 531 nm., coincidiendo con el presente
estudio como se aprecia en la figura 18. Asimismo, Abad-Garcia et al.,
(2009) confirma que las antocianinas exhiben dos bandas principales en
la regién UV 275 a 285 nm (banda Il) y en la regién visible 520 a 545 nm
(banda I) similares resultados se exhiben en las figuras 18.

Entonces, los analisis preliminares de la técnica de HPLC-DAD permitié
distinguir tres grupos fendlicos, los cuales son acidos fendlicos, flavonoides
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y antocianinas en el extracto del fruto de P. cecropiifolia. En el grupo de

FLAV se destaca el subgrupo de flavonoles.

Los andlisis de compuestos fendlicos del EU por HPLC-DAD-EM/EM se
aprecia en la figura 19 y en la tabla 14. Se observa que los componentes
del EU fueron detectados en modo ionizacién negativa [M-H] y en modo
ionizacion positiva [M+H]*. También, se distingue mas respuesta en modo
positivo para los flavonoides, antocianinas y dimeros de procianidina y en
el modo negativo se observé la presencia derivados del acido

hdroxicindmico y trimero de procianidina.

El perfil cromatogréafico a 280 nm de la figura 19 revel6 diecinueve picos
siendo tentativamente identificados once compuestos. La interpretacion se
realiz6 en base a las caracteristicas comunes (fragmentos principales,
[M+H]* M+H]- y Amax), se logro la interpretacién de los compuestos,
formando cuatro grupos que a continuacion se describe:

Grupo de las procianidinas

Las procianidinas pertenecen al grupo de los flavonoides, estan
constituidos de mondmeros y oligdmeros de flavan-3-ol unidos por enlaces
4—6 y 4—8 (figura 25). Son polimeros de la unidad catequina o su isémero

de epicatequina (Hammerstone, Lazarus y Schmitz, 2000)

En el extracto de Pourouma cecropiifolia se detectaron dimeros y trimeros
de procianidinas. Este grupo exhibié tres maximos de absorcién en la
regién UV (280, 290 y 330 nm). EIl grupo fue observado en los picos en 1,
3y1i1.

En los picos 1y 11 se aprecia un ion principal [M+H]*a m/z 579.3 que es
comun entre las procianidinas. Este ion principal se dividié dando pequefios
fragmentos tipicos de m/z 291 y 287, correspondiendo a los picos 1y 11,
respectivamente. Estos valores préximos de m/z se generaron

posiblemente por la pérdida de una unidad de catequina, cuya masa es 289
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uma (unidad de masa atémica) y la presencia del m/z 427 en el pico 1 se
formo debido a que el i6n principal pierde 152 uma, producido por una
ruptura retro Diels-Alder, originado el fragmento de CsHsO3 y se forma el
ion [M+H-152]*, tal como lo manifestaron Fraige et al, (2018) y Amandeep
et al. (2010). Ambos iones fueron detectados en modo ionizacién positiva.
Segun estas caracteristicas, tentativamente, fueron designados como

dimeros de procianidinas.

El pico 3 con un ion principal [M+H]* m/z 865.8 (modo negativo), fue
caracterizado en ambos modos de ionizacién, pero la fragmentacién en
modo negativo se vio favorecida. Los iones m/z 287 y 577 surgieron debido
a que el ion principal fue perdiendo sucesivamente uno y luego dos
moléculas de (epi) catequina (289 uma), formandose los fragmentos [M-H-
289] y el [M-H-2(289)], respectivamente. El pico corresponderia a trimeros

de procianidina.

Dimero de procianidina(4p —8) [,—r
HD”Q

OH

Dimero de procianidina (4—6)

Figura 25. Dimeros de procianidinas (Picos 1,3y 11)
Fuente. Hammerstone et al., 2000
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Estos resultados concuerdan con los reportes de Giomaro et al. (2014) al
describir el perfil de polifenoles de la piel y pulpa de la manzana,
encontrando cinco picos de dimeros y trimeros de procianidinas. Por otro
lado, Ariga y Hamano (1990), Arteel y Sies (1999) y Hagerman et al. (1998)
manifiestan que los oligdmeros de procianidinas han llamado la atencion
debido a su uso en la nutricién y en medicina. Se ha demostrado que posee
potente actividad antioxidante y tiene la capacidad de eliminar especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Grupo de los derivados del acido hidroxicinamico (AHC)

El pico 2 revel6 dos maximos de absorcion a 296 y 325 nm, caracteristicos
de los compuestos derivados del acido hidroxicinamico. En relacion, con
esto, Bengoechea et al. (1995) detectaron acidos hdroxicinAmicos en los
extractos de Vitis vinifera (uva), Malus pumila var. verde (manzana) y

Prunus pérsica var. Calanda usando HPLC con DAD.

El compuesto del pico 2 se ioniz6 en modo negativo, cuyo ion principal fue
m/z 707.7. Este ion di6 lugar a tres fragmentos [M-H] . El ion m/z 545
resultaria de la pérdida de un residuo de cafeoilo del ion principal. El ion
m/z 353 representaria al [2M-H-354] este se liber6é debido a la pérdida de
un residuo acido cafeoilquinico (354 uma), generando un residuo acido 5-
O-cafeoilquinico. El tercer i6n m/z 515 corresponderia al &cido
dicafeoilquinico, se gener6 debido a la pérdida de un residuo de &cido
quinico, Por lo tanto, se puede inferir que el pico 2 corresponda al acido
clorogénico (acido 5-O-caffeoil quinico) (figura 26). Estos resultados fueron
comparados con el trabajo de Rezaire et al. (2014) quienes informaron que
la fruta Oenocarpus bataua “ungurahui” mediante EM contenia compuestos
derivados del &cido hidroxicinamico como el acido clorogénico,
coincidiendo algunos iones m/z con el EU de P. cecropiifolia.

Al respecto, los investigadores Adisakwattana, Pongsuwan, Wungcharoen
y Yibchok-Anun (2013) y Muthusamy et al. (2010) reportaron que el acido
clorogénico de las hojas de Cichorium intybus (achicoria) actuarian

inhibiendo a la tirosina fosfatasa 1B, la enzima es reguladora negativa de
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las vias de senalizacion de la insulina. Al inhibir esta enzima es posible su

uso para el tratamiento de la diabetes mellitus.

El acido 5-cafeoilquinico (acido clorogénico, ver figura 26) contribuiria a
suprimir las citoquinas proinflamatorias en un modelo inducido en rata con
inflamacién de la articulacion de la rodilla. Este efecto fue similar al
administrar ibuprofeno 100 mg/Kg. Asimismo, actuaria contra la
peroxidacion lipidica de la LDL (Liang y Kitts, 2006).

Los AHC de EU podrian eliminar los radicales libres de las células de la
piel. En ese sentido, Nema y Sarkar (2011) manifiestan que los AHC
previenen la pérdida de agua a través de la epidermis y actia como factor

de proteccién solar que contribuiria a proteger la piel de las arrugas.

El pico 4 (TR= 10.740 min) exhibié un maximo de absorbancia a 280 nm.
Este compuesto mostré un [M-H] a m/z 515.7. Su patrén de fragmentacion
evidencio tres productos idnicos. Un ion a m/z 191 [M-H- 324] que resulto
de la pérdida de dos grupos cafeoilos, (162 uma, residuo cafeoilo)
sugiriendo ser el ion acido quinico (PM = 192). La presencia del ion m/z 323
se interpretaria como la pérdida neutra del grupo quinico [M-H -191] vy el
tercer ion m/z 352, que se genero es comun con un ién del pico 2.
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Figura 26. Acido clorogénico (acido 5-O-cafeoilquinico) (Pico 2)
Fuente: Cuellar et al,2013
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Este pico fue tentativamente asignado como acido dicafeoilquinico. Estos
hallazgos fueron comparables con el informe de Lopes-Lutz et al. (2010) al
detectar la presencia del acido 3,4-dicafeoilquinico y &cido clorogénico en
la fruta de P. cecropiifolia recolectado en Brasil y analizado con HPLC-EM.
Otro trabajo realizado por Mendoza, Parra y Loza (2014) con HPLC-EM
registraron al acido quinico y &cido dicafeoilquinico en Smallanthus

sonchifolius, resultado similar a lo detectado en el pico 4.

El grupo de las antocianinas

La presencia de antocianinas en el extracto de Pourouma cecropiifolia fue
evidenciada a través de los picos 5y 10 con un maximo de absorcidén en
UV 275, 280 y 520 nm. La ionizacién de estos compuestos fue favorecida
en modo positivo. Esta caracteristica fue explicada por Amandeep y Liwei
(2010) al analizar la V. rotunfolia “uva” por HPLC-DAD-EM y reportaron que
las antocianinas tienen carga positiva inherente, por lo que tienen la

maxima sensibilidad en el modo positivo.

El pico 5 muestra un ion molecular [M+H]* a m/z 449.3, produciendo un
fragmento en m/z 287, el cual corresponderia a la cianidina y se formaria
debido a la pérdida neutra de 162 uma, equivalente a una unidad glicosidica
(figura 27A).

El pico 10 present6 un ion molecular [M+H]* a m/z 535.9, al fragmentarse
este i6n sufre la pérdida de un fragmento molecular de 249 uma, segun la
secuencia [M+H -162 - 87] , 162 y 87 uma, correspondientes a la pérdida
de la unidad glicosidica y un resto de malonil, respectivamente (figura 27-
B). Al fragmentarse se form6 el ion m/z 287, este es comun con el

fragmento del pico 5.
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Figura 27. A: Cianidin-3-glucésido B: Cianidina-3-(6“malonil)
glucésido. (Picos 5y 10)
Fuente. Salinas et al., (2013)

Los picos 5 y 10 corresponderian a cianidina 3-glucésido y cianidina 3-
(6“malonil) glucésido, respectivamente. La presente explicacién se
desprende de los trabajos de Lopes-Lutz et al., (2010) y de Barrios et al.
(2010b). Ellos analizaron las antocianinas de la fruta de P. cecropiifolia
proveniente de Manaos-Brasil y de Caqueta-Colombia respectivamente.

Grupo de los flavonoides

La propiedad antioxidante de los flavonoides est4d relacionada
principalmente con la sustitucion de los hidroxilos en los anillos aromaticos
Ay B; y la sustitucion del anillo C (figura 28-A). De acuerdo con la estructura
del anillo C, se distinguen cinco subgrupos principales: flavonoles, flavonas,
flavanonoles, flavanonas y flavanoles. Los flavonoides sustituidos con

grupos polihidroxilos presentan la mayor actividad antioxidante.

Los flavonoides pueden presentarse como agliconas y como flavonoides
O-glucoésidos, el enlace se realiza a través de grupos hidroxilos en el cual
uno 0 mas grupos hidroxilos de la aglicona se une al azicar con formacion

del enlace O-C-glicosidico (Stalikas y Uppu, 2010). También, la unién se
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realiza a través del azucar con el nucleo basico del flavonoide para formar
flavonoide C-glicosidicos (Abad-Garcia, 2009).

En espectrometria de masa, los C-glucésido de flavonas experimentan
ruptura de residuos de azucar a través del anillo rindiendo iones, la ruptura
genera pérdida de moléculas con 60, 90 y 120 uma, mientras que la ruptura
de O-glucésido de flavonas genera fragmentos con residuos de 162 uma
para hexosa, 146 uma para ramnosa y 132 uma para pentosa (Simirgiotis,
Schmeda-Hirschmann, Bérquez y Kennelly, 2013). Estas diferencias hacen
posible su interpretacién. En la tabla 15 se distinguen flavonoides
glucésidos en los picos 6, 9, 12, 14y 15 en modo de ionizacidon positivo, a
excepcion del pico 15 que se ionizé en modo negativo.

A. Ndcleo flavonoide B. Ampelopsina (Pico 6)

UH

Hi) ()

OH 0O

C. Apigenina (Pico 9) D.Quercetina (Pico 12)



119

OH
OH

HO. o)

OH
OH o)

E. Dihidroquercetina (Pico 15)

Figura 28. Algunas estructuras de flavonoides en el EU de P. cecropiifolia

Fuente: A, C: Tsimogiannis et al. (2007) B:Singh et al. (2012) y D, E: Cheny
Deuster (2009)

El pico 6 exhibié un ion molecular [M+H]* a m/z 483.2. La fragmentacion
por EM dio tres iones principales. El primero a m/z 465 [M+H-18]*, el cual
corresponderia a un ion deshidratado. El segundo ion m/z 363 [M+H-120]*
se originaria por la pérdida de un residuo C-glucésido de flavononol (120
uma) y el tercer ion 321 [M+H-162]* resultaria ser un residuo de aglicona
de ampelopsina (Fig. 28-B), debido a que el ion molecular pierde una
unidad de hexosa. Probablemente la ampelopsina posea ambas senales
caracteristicas al presentar enlaces glucosidicos unido al C y O. Esta
caracteristica fue mencionada por Simirgiotis et al., (2013), al detectar por
HPLC EM/EM C-glucésidos y O-glucésidos de flavonoides en la Passiflora
tripartita. Las sefales espectrales del estudio fueron comparables con el
estudio de Tsimogiannis, Samiotaki, Panayotou y Oreopoulou (2007) que
describe la caracterizacidn de flavonoides y los sustituyentes hidroxilos. Por
otro lado, Singh, Sarkar y Kumar (2012) informa que este flavonoide
presenta varias actividades tales como, antioxidante, antiinflamatorio,
antimicrobiana y efectos antihipertensivos, hepatoprotector vy
anticancerigeno. Sin embargo, tiene reducida la solubilidad en agua (0.2mg
/ mL a 25 ° C). Segun la bibliografia consultada, hasta la fecha, la
ampelopsina no ha sido detectada en P. cecropiifolia.

El pico 9 exhibié un ion molecular [M+H]* con m/z 565.6 y mediante el
espectro de fragmentacion surgieron tres fragmentos, el primero a 547
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[M+H-H20]*, que corresponderia a un ion deshidratado. Luego, este mismo
fragmento, sufre otra deshidratacién originando el segundo m/z 529 [M+H-
2H20]*. El tercer ion a m/z 427 [M+H-120-18]*, se originaria debido a la
pérdida de patrones caracteristicos de C-glucésidos de flavonas en el C-
6/C-8. Las explicaciones de estos patrones de fragmentacion fueron
consistentes con el trabajo de Boué, Carter, Shih y Cleveland (2003), al
identificar agliconas y glicosidos de flavonas en la semilla de soya por
HPLC-EM.

El compuesto detectado en el pico 9 fue identificado tentativamente como
apigenina con una cadena glicosidica formada por una pentosa y una
hexosa, sin embargo, con el andlisis EM no se pudo establecer el residuo
glicosidica, por lo que este compuesto podria corresponder a apigenina
arabinosil-glucosido o apigenina xiloxil-glucésido o apigenina glucosil-

arabinosido (ver estructura de la apigenina, figura 28-C).

El hallazgo de este compuesto no ha sido reportado hasta la fecha en la
fruta de la uvilla recolectada en Puerto Maldonado-Perd. Sin embargo,
Torres-Santos et al., (2004) detectaron este flavonoide en las hojas de

Pourouma guianensis.

El pico 12 present6 el ion molecular [M+H]* a m/z 611.4 y mostré tres
fragmentos, el primero m/z 449 [M+H-162]*, que resulto de la pérdida de
una unidad de hexosa, el segundo m/z 465 [M+H- 146]* que es equivalente
a la pérdida de un resto de deoxihexosa y el ultimo fragmento a m/z 303
[M+H-308]*, correspondiente a la aglicona de quercetina como resultado
de la pérdida de un diglucésido de ramnosil galactosido o rutindsido cuya
masa fue 308, por lo que este compuesto fue identificado como quercetina
rutésido o quercetina rhamnosil galactésido. Al respecto, Lopes-Lutz et al.,
(2010) analiz6 la fruta P. cecropiifolia mediante HPLC-DAD-EM, mientras
que Barrios et al., (2010), ademas de la técnica anterior, utilizd6 RMN.
Ambos investigadores encontraron rutina é quercetin-3-rutinésido. La rutina
es un flavonoide que puede metabolizarse a quercetina (figura 28-D). El
grupo rutin / quercetina puede disminuir las reacciones alérgicas e
inflamatorias en diferentes partes del cuerpo, que afectan el patrén de
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citoquinas, disminuyendo la inflamaciéon. También, puede inhibir la
oxidacién de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y el colesterol (Fratianni,

Pepe y Nazzaro, 2014).

El pico 14 present6 un ion molecular [M+H]*a m/z 551.8 en modo positivo.
El fragmento caracteristico fue m/z 303 [M-H-162-87]*, la presencia se
deberia a la pérdida de un resto de hexosa (162 uma) y uno de malonil (87
uma), equivalente a la pérdida secuencial de hexdsido-malonato. Este
fragmento corresponderia a la aglicona de delfinidina. El pico fue
tentativamente identificado como delfinidina -3(malonil) glucésido. Este
resultado coincide con lo reportado por Lopez-Lutz et al., (2010) en la fruta
P. cecropiifolia proveniente de Manaos-Brasil. Mientras que, Barrios et al.,
(2010) investigaron en un extracto rico de antocianinas de P. cecropiifolia
por HPLC-EM y sefalan que m/z 303 podria corresponder a un mondémero
de delfinidina o a la forma protonada de la quercetina. Este reporte
conincide con las sefales espectrales del pico 14.

El pico 15 presentd el ion molecular [M-H]" m/z a 449.8 en modo de
ionizacion negativo y con tres fragmentos principales, dos iones a m/z a
179, y 152 se generaron por la ruptura del anillo A y B del flavonoide. El
tercer ion m/z 303 corresponderia a la quercetina, fragmento igual al pico
14. Las caracteristicas de estos fragmentos de EM, representaria al
flavonoide dihidroquercetina O-rhamnoésido (figura 28-E, estructura de
dihidroquercetina) La interpretacion mencionada tiene relacion con la
investigacién de Tsimogiannis et al. (2007) al obtener fragmentacion tipica
de los anillos A, B y C de flavonoides que fueron utilizados para clasificar a
los compuestos. Por otro lado, Moreno, Sanchez, Quevedo, Pabdn vy
Caralla (2008) reportaron resultados similares, al identificar a la
hidroquercetina y quercetina 3-O-ramnosido de las hojas de Calliandra
calothyrsus, coincidiendo con la sefial de mayor intensidad y el peso
molecular. La técnica que utilizaron fue HPLC-EM con electrospray en

modo negativo.
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Las hialuronidasas son un grupo de enzimas hialuronoliticas que ejercen
su accién al degradar el AcH. (Sunitha et al., 2013). Los productos de la
degradacion tienen propiedades angiogénicas, estimulan las citoquinas
pro-inflamatorias e inducen la expresion de genes relacionados con la
inflamaciéon. En la inflamacién, la hialuronidasa incrementa la
permeabilidad del tejido y favorece la propagacion de la respuesta
inflamatoria a través del tejido afectado (El-Safory, Fazary y Lee, 2010).
Adicionalmente, Michel et al. (2014, 2017) senalaron que la inflamacion es
parte de la respuesta del sistema inmune a estimulos dafinos controlados
por varios enzimas celulares (lipoxigenasas y hialuronidasas). Por lo tanto,
la inhibicién de la hialuronidasa es clave en el tratamiento de procesos

inflamatorios.

El anélisis cinético del extracto de uvilla sobre la actividad hialuronidasa se
realizd, midiendo, la actividad de la enzima hialuronidasa en ausencia 'y en
presencia del EU. La medicion de la actividad enzimatica se realizé
mediante el método turbidimétrico. La turbidez expresé la presencia de
sustrato o AcH y al disminuir la turbidez se interpreto como incremento de
la actividad Hiasa, la cual se expreso por desaparicién de sustrato. La Vmax
y el Km se calcularon mediante el grafico de la figura 20, en un sistema sin
EU. Para evaluar el comportamiento inhibitorio del EU, se utilizé6 dos
concentraciones 131.2 y 262.4 ug/mL, cuyos datos fueron registrados en la
grafica de Lineawear-Burk, observandose que las rectas convergian y se
cortaban debajo del eje de abscisa en el tercer cuadrante (figura 21). En el
sistema Hiasa sin EU los valores cinéticos fueron Km (60.73 £ 6.48) y la
Vmax (0.96 + 0.08), luego, estos valores disminuyeron en presencia de EU
resultando Km aparente (39.93 + 4.56 y 30.62 + 3.29 pyg/mL) y la Vmax
aparente (0.57 £0.03 y 0.41 £ 0.02 pg/mL/min). Ademas, los valores de las
pendientes con EU se incrementaron (tabla 15). Estos resultados indicarian
que el EU muestra actividad inhibitoria sobre la Hiasa, ejerciendo inhibicion
de tipo no competitiva mixto. La inhibicién no competitiva ocurre cuando el
inhibidor se puede unir al azar y reversiblemente tanto a la enzima libre

[Hiasa]l como al complejo enzima-sustrato [Hiasa.AcH)|, para dar enzima-
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inhibidor llamado [Hiasa.EU] y enzima-sustrato-inhibidor [Hiasa.AcH.EU|

(Ver esquema 1).

La actividad inhibitoria se deberia a que los compuestos bioactivos,
presentes en el EU, podrian unirse con la enzima libre [E] y con el complejo

enzima-sustrato (ES).

Cardenas, Vega, Fernandez, Galvan y Marquez (1988) manifiestan que en
el estudio cinético es importante conocer la K;, que representa la
concentracién del inhibidor que reduce a la mitad la velocidad de la enzima
y su valor nos daria una idea de la afinidad de la enzima por el inhibidor. La
inhibicion no competitiva puede ser de dos tipos: simple donde la K; = K],
es decir, el inhibidor muestra la misma afinidad por la enzima libre que
por el complejo ES y de tipo mixta donde la K; # K;. Esta ultima diferencia
de Ki presenta dos casos de acuerdo con la representacion de Lineweaver-
Burk. Asi tenemos, si las rectas obtenidas no se cortan en el eje de abscisa
sino por encima de este eje entonces la Ki < K7, pero, si las rectas se cortan

por debajo del eje, entonces la K; > K;.

Por lo tanto, el EU presentd inhibicidbn no competitiva tipo mixta y que
posiblemente las constantes de inhibicién se manifestaron siguiendo esta
relacion K; > K;. De acuerdo a lo mencionado se infiere que el EU mostro
mayor afinidad por la enzima libre [Hiasa] para dar el complejo [Hiasa.EU]
que por el complejo enzima sustrato [Hiasa.AcH]. A continuacion, se
propone (esquema 1) el andlisis cinético inhibitorio de tipo mixta del EU el

cual seguiria los siguientes equilibrios:
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K1 K2
Hiasa + AcH —: [Hiasa.AcH] —> Hiasa + Hidrolizados de AcH
+ K-1 +
EU EU
ki “ Kiﬂ\
Ki'
[Hiasa.EU] + 4 Z_j [Hiasa. AcH.EU] (:? [Hiasa.EU] + Hidrolizados de AcH

Esquema 1. Andislis Cinético Inhibitorio del EU
Adaptado de Yin et al., (2011)

Abreviaturas del esquema

Enzima = Hiasa = Hialuronidasa

Sustrato = AcH = Acido hialurénico

Inhibidor = EU

Complejo ES = [Hiasa.AcH]

Complejo El = [Hiasa.EU]

Complejo ESI = [Hiasa.AcH.EU]

K1 y K2-=constante de velocidad

Ki= constante de inhibicién del complejo [Hiasa.EU]

Ki/= Constante de inhibicion del complejo [Hiasa.EU.AcH]
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Hasta la fecha, no se ha reportado estudio alguno del modo de inhibicidén
del EU sobre la Hiasa, sin embargo, hay investigaciones que muestran
sustancias de diferentes estructuras quimica que ejercen efecto inhibitorio
sobre la Hiasa. Por ejemplo, Moon et al., (2009), demostraron el efecto
inhibidor del flavonoide naringenina y sus derivados sobre la Hiasa,
evidenciando ser de tipo acompetitivo. Sunitha et al. (2013) reportaron la
accion inhibitoria de N-acetil glucosamina sobre la Hiasa, resultando ser
dependiente de la dosis y presento un tipo de inhibicion no competitivo de
tipo simple. Kuppusamy, Khoo, Das (1990) determinaron el
comportamiento inhibitorio de los flavonoides monoméricos resultando ser
de tipo competitivo. Asi, la quercetina exhibid 39 % de inhibicién, los taninos
condensados (flavan-3-ols), luteoilina, apigenina, kaemferol y silbina
mostraron 100, 67, 56 y 48 % de inhibicién de tipo competitivo. La
explicacion de inhibicidn por los flavonoides se debe, principalmente, a que
estos compuestos contienen sustituyentes hidroxilos en posicion 5, 7 y 4
de la estructura del fendlico, los cuales se pueden apreciar en las figuras
28 B, C, D y D siendo efectivo la inhibicién para los flavonoides luteolina,
apigenina, kaemferol, miricetina, quercetina y morina. Por otro lado, la
forma aglicona es dos veces mas potente en su efecto inhibitorio que sus
correspondientes glucésidos y la presencia de doble enlace entre la
posicién 2 y 3 se favoreceria la inhibicién. Asimismo, el grupo ceto en la
posicidn 4 participaria en ejercer actividad antihialuronidasa.

Por lo tanto, existe diversos comportamientos de inhibicién (competitivo, no
competitivo y acompetitivo) sobre la Hiasa y al parecer dependiera de la
estructura quimica del inhibidor. La inhibicién que ejerce el EU se deberia
al contenido de compuestos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides vy
antocianinas), su diversidad de moléculas bioactivas: apigenina quercetina,
ampelopsina y antocianinas (tabla 15), posiblemente influyan en el tipode

unién con la Hiasa, generando una inhibicion no competitiva mixta.

La actividad antihialuronidasa por accion del EU fue validado usando 12.6
ug/mL de quercetina (item 4.1.8.3). El ensayo dio como modelo inhibicion

de tipo competitiva (figura 22) y los valores de Km variaron con y sin
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quercetina (149.50 £ 9.54 y 60.73 £ 6.48 ug/m) y los valores de Vmax fueron
muy cercanos (figura 23, item 4.1.8.3). Similares resultados al tipo de
inhibicién con quercetina fueron mostrados por Kuppusamy et al. (1990);
Girish, Kemparaju, Nagaraju, Vishwanat. (2009).

Los resultados de la determinacion de la concentracién inhibitoria del EU
frente a la Hiasa se muestran en la tabla 18. Los ICso fueron 1.55 + 0.06
mg/mLy 1.70 £ 0.1 mg/mL., para el EU disuelto en etanol 80% y EU disuelto
en buffer acetato, respectivamente. Esta ligera diferencia, se deberia
probablemente a que el etanol no influye significativamente en la inhibicién
de la enzima. Similar interpretacién lo manifiesta Kuppusamy (1990) al
investigar estructura-actividad de flavonoides como inhibidores de
hialuronidasa. En este estudio, la quercetina es un inhibidor conocido de
Hiasa y fue disuelta en etanol 80 %, ya qué no es soluble en agua. Es por
ello, que el EU fue tratado con los disolventes por separado para observar

si ocurria cambios en la actividad enzimatica.

El porcentaje de inhibicion de la actividad hialuronidasa se manifesté en
todas las concentraciones de EU, de manera dependiente a la dosis

utilizada en el ensayo (tabla 16 y17).

La figura 23 y la tabla 18 nos muestra que la quercetina ejerci6 mayor
potencial inhibitorio que la dexametasona sobre la actividad Hiasa frente a
la hialuronidasa. Luego el ICso del EU con etanol 80 % y EU con BA variaron
muy ligeramente. Los valores de ICso del EU mostraron 62 y 8.3 veces
menos potencial inhibitorio Hiasa que la quercetina y la dexametasona,
respectivamente, lo cual indicaria mayor efecto inhibitorio de las sustancias

usadas como control sobre la Hiasa.

Los resultados del presente estudio fueron contrastados con los estudios
de Girish et al. (2005), encontrando 27 * 2; 40 £+ 3 y 61 £ 4 % para
dexametasona y 73 £ 4; 100 £ 0 y 100 + 0 % de inhibicidn Hiasa para
quercetina con 50, 100 y 200 uM de inhibicién para ambas sustancias de
referencias. También, realizaron el porcentaje de inhibicién Hiasa de otros
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compuestos, acido tanico, flavonas, indometacina, acido clorogénico y
acido ascorbico, los cuales fueron 94 £ 6,89 £5;90+6;20+2y 9 + 1

respectivamente; usando 200 uM de cada compuesto (Girish et al., 2005).

Doce flavonoides fueron investigados y tres de ellos, la apigenina,
diosmetina y luteolina (70 £ 1.3; 71 £ 1.5y 75 + 1.7 % de inhibicién a 100
Hg) mostraron significativa inhibicién Hiasa, la cual estaria comprometida
con el mecanismo antiinflamatorio (Hariram, Soo. Shivraj, Jalde y Patel,
2017).

Torres et al. (2016) mencionan que los farmacos antiinflamatorios son
inhibidores de las enzimas inducibles que producen una gran cantidad de
mediadores proinflamatorios como las enzimas de la ruta del acido
araquidénico (fosfolipasas, ciclooxigenasas vy lipooxigenasas) y
hialuronidasas. Farmacos antiinflamatorios no esteroideos y esteroideos
ejercen su accion inhibiendo a estas enzimas a través de diferentes

mecanismos.

Otro estudio de Olech et al. (2017) reportaron resultados de inhibicién
Hiasa cuyos valores de ICso (mg/mL) de la infusién de la raiz de Rosa
rugosa fue 1.79 + 0.07 valor muy cercano a 1.28 £ 0.29 correspondiendo al
flavonoide naringerina. También, hicieron con la infusién de flores, tintura
de flores y de raiz y de la escina (saponina con funcion antivaricoso) los
ICs0 obtenidos mostraron efectividad inhibitoria.

A continuacién, se presenta valores de |Cso reportados, para inhibir a la
Hiasa. Los investigadores Kolayli, Sahin, Can, Yildiz y Sahin (2016b)
evaluaron 17 variedades de miel recolectada en Turquia y sus valores de
ICso fluctuaron de 0.011 a 0.363 g/mL. En tanto que, Ferreira et al. (2015)
demostraron que los extractos etandlicos de propdleos con
concentraciones de 75 mg/mL presentaban 43.06 = 3.06 % de inhibicién
Hiasa.
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Respecto al porcentaje de inhibicion del EU en etanol 80 % vari6é de 13.83
a 79.63 % con 0.34 a 2.72 mg/mL de EU (tabla 16) mientras que con BA
fluctuo entre 8.70 + 1.39 s 76.60 + 3.81% (tabla 17). Estos valores fueron
cercanos al informe de Daya et al. (2014) al evaluar concentraciones de
0.125 a 2 mg/mL del liofilizado de la bebida de Cameilia sinensis
encontraron 4.42 a 82.75 % de inhibicién con el ICso= 1.09 £ 0.12 mg/mL.
Indicando una moderada actividad antihialuronidasa atribuyéndole al
contenido de catequinas, quercetina, kaemferol y teaflavina. Dicha
actividad puede mediar el envejecimiento de la piel, ya que la Hiasa esta
presente en la dermis de la piel depolimerizando al AcH.

El extracto metandlico del fruto Garcinia indica de la India con 2.4 % de
antocianinas, utilizé 250 a 1000 pg/mL de extracto presenté 26 a 90 % de
inhibicién respectivamente (Sahasrahudhe et al., 2010). En las fracciones
metandlica de la fresa, mora y pomelo detectaron accién inhibitoria Hiasa,
sugiriendo la presencia de compuestos fendlicos con propiedades
antiinflamatorias (Arauco, Buitrago, Méndez y Pernia 2002). Veintinueve
extractos metandlicos de treinta y cinco frutas de plantas andinas mostraron
mas del 50 % de inhibiciébn hiasa a 500 ug/mL., sugiriendo que es
importante examinar el potencial de estas frutas como una fuente de
productos cosmeéticos antienvejecimiento (Bravo et al., 2016).

En el presente trabajo se ha estudiado a la fruta de P. cecropiifolia, sin
embargo, no existen estudios si otras partes botanicas de la planta pueden

ejercer efecto inhibitorio sobre la hiasa.

Los resultados del presente estudio han mostrado que el extracto
metandlico de la fruta de P. cecropiifolia presenté moderada actividad
inhibitoria Hiasa, cuya accion se deberia a la presencia de diferentes
compuestos fenolicos y de iones de zinc, ambos con funcién antioxidantes,
que, actuarian de manera sinérgica durante el proceso inhibitorio.
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CONCLUSIONES

1. El extracto del fruto P. cecropiifolia “uvilla” recolectado de la regién de
Madre Dios, presento compuestos bioactivos constituidos
principalmente de polifenoles, flavonoides, acido ascoérbico y

antocianinas.

El extracto de uvilla a 131.2 y 262.4 ug/mL mostr6 moderada actividad
inhibitoria hialuronidasa de tipo no competitiva mixto. El 1Cso del EU
contra la hialuronidasa fue 1.55 + 0.10 mg/mL, con posibilidad de ser

usado como antiinflamatorio

3. El extracto de uvilla mediante las pruebas de poder reductor y los
radicales ABTS y DPPH exihibio moderada capacidad antioxidante.
Ademas, manifesté un comportamiento cinético bifasico y la eficiencia
antirradical evidencio ser de caracter lento.

4. EI EU fue caracterizado por HPLC-DAD lograndose identificar tres
clases de polifenoles: Acidos fendlicos del grupo de hidroxicinamicos,
flavonoides del grupo de flavonoles, y antocianinas y al ser analizado por
HPLC-DAD-EM/EM fue identificado tentativamente el &cido clorogénico,
dimero de procianidinas, trimero de procianidinas, acido dicafeoilquinico,
cianidina-3-glucésido, ampelopsina glucésido, apigenina glucésido,
quercetina rutindsido, quercetina hexdsido-malonato, dihidroquercetina-

O-rhamnésido.
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RECOMENDACIONES

. Investigar los compuestos bioactivos de otras especies frutales
de la amazonia con actividad bioldgica.

. Realizar estudios de la actividad inhibitoria ciclooxigenasa-2,
fosfolipasa Az y lipoxigenasa del extracto de P. cecropiifolia, ya
que ha demostrado poseer una variedad de polifenoles que
actuarian inhibiendo a las enzimas que estdn comprometidas en
el proceso inflamatorio.

. Evaluar el diseno experimental en un sistema in vivo para
comparar con los resultados de inhibicion EU in vitro.

. Promover el consumo y la comercializacién sostenida de las
frutas de P. cecropiifolia debido a su contenido de componentes
bioactivos.
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Anexo 1. Clasificacion botanica de Pourouma cecropiifolia

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS s
Universidad del Peré, DECANA DE AMERICA Hiton,

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

it '
N\

“Afio de la Inversién para el Desarrolio Rural y la Seguridad Alimentaria®
CONSTANCIAN®138-USM-2013

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA

CONSTANCIA QUE!

La muestra vegetal (Fruto), recibida de Maria Rosario CALIXTO COTOS; de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos; ha
sido estudiada y clasificada como: Pourouma cecropiifolia C. Martius; y
tiene la siquiente posicion taxondmica, segin el Sistema de Clasificacion de
Cronquist (1988):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: HAMAMELIDAE
ORDEN: URTICALES
FAMILIA: CECROPIACEAE
GENERO: Pourouma

ESPECIE: Pourouma cecropiifolia C. Martiys

Nombre vulgar: "Uvilla amazonica®,
Determinado por: Mg. Hamilton Beltran,

Se extiende la presente constancia & sol
= 5% 443 solicitud de 12 parte Interesada, para

Fecha, 04 de junio de 2013

. onf MONTOYA TERREROS
\‘ ER@ 0 SAN MARCOS (USM)

{n_u,-y
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Anexo 2. Andlisis de minerales de la fruta P. cecropiifolia

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

FACULTAD DE QUIMICA E INGENIERIA QUIMICA

UNIDAD DE SERVICIOS DE ANALISIS QUIMICOS

INFORME DE ENSAYO
N° 335-2015
Cliente 3 UNMSM - FQIQ
Atencion s Prof. Rosario Calixto
Direccion ¢ German Amézaga 375 - Lima
Referencia USAQ § 261-01
Muestras - UVILLA AMAZONICA
Cotizacion s 286-2015/USAQ-FQIQ
Fecha de Recepcion @ 07/09/2015
Fecha de Emision 3 10/09/2015
RESULTADO DE ANALISIS DETERMINACION DE METALES
No. De REFERENCIA Y CODIFICACION DEL CLIENTE DETERMINACIONES RESULTADOS l‘
M
USAQ.
SELENIO N.D.
261-01 UVILLA AMAZONICA ZINC 2.18 ppm
COBRE 3.96 ppm

Muestra Proporcionada por el Cliente.
N.D.=NO DETECTABLE

Limite de Deteccion:
Selenio = 10 ppm

Método: Determinacion de Metales por Absorcion Atomica Metales FAAS USAQ-ME-04

Qunn}Maria Angéﬁga]fodrfgua Best
* Directora de la USAQ
CQP:e597

7

o ienda en ¢l

r
Nota: Kl presente informe solo es valido cn su esudo mpml Y se -ﬁu&mumcnl: a la muestra
contenido del presente informe lo anula automaticamente:

Obm\ La mlleslrl podri ser devuelta después del plazo de 15 dias calendarios de entregado el Informe de Ensayo, pasado ¢l ticmpo indicado no se

ni

[E-335-2015 UNMSM-FQIQ (Rosario Calixto)(Pagina 1 de 1)

| Telefénica: 619-7000 anexo 1203, Fax 1218
34 - Ciudad Universitaria - Pabellon B Quimica, Centra
s e E-mails: usaq@fgiq.unmsm.pe usag.unmsm@yahoo.es




Absorbania a 760 nm

Anexo 3. Curva de Calibracion de Acido Galico
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Anexo 4. Curva de Calibracién de Acido Clorogénico
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Anexo 5. Curva de calibracion de catequina
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Anexo 6. Curva calibracion de quercetina

Absorbancias 510 nm
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Anexo 7. Curva de calibracion de L-Acido ascérbico
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Anexo 8. Captacién del radical ABTS vs Concentracion de Trolox.
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Anexo 9. Captacién del radical ABTS vs Concentracién de Acido ascérbico
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Anexo 10. Captacion del radical ABTS vs concentracion de Quercetina
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Anexo 11. Captacién del radical DPPH vs Concentracion Trolox
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Anexo 12. Captacion del radical DPPH vs Concentracién de Acido ascorbico
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