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RESUMEN

Inhibir las enzimas responsables del proceso catalitico de los hidratos de
carbono, es importante para tratar la hiperglucemia posprandial. Nuestro objetivo
en este estudio fue determinar la actividad inhibitoria de los extractos de hojas
de Justicia spicigera Schltdl. y hojas de Mangifera indica L. sobre a— glucosidasa,
donde cada érgano de las especies vegetales fue recolectado por conveniencia, a
partir de estos se prepararon extractos etandlicos y se probaron a 100, 250, 500
y 1000 pg/mL. Los resultados muestran que solo los extractos de J. spicigera —
hojas demostraron poseer mayor porcentaje de inhibicidbn a mayor concentracion
evaluada; la ICso obtenida para los extractos de J. spicigera Schltdl. — hojas es
considerado activo (IC50=986,14 ug) a diferencia del extracto de M. indica L —
hojas que requiere una concentracion mayor a lo evaluado; permitiendo concluir

gue el extracto de J. spicigera — hojas es activo frente a la enzima a-glucosidasa.

Palabras clave: Justicia spicigera (insulina), Mangifera indica L. (mango chico

rico), a-glucosidasa
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ABSTRACT

Inhibiting the enzymes responsible for the catalytic process of carbohydrates is
important to treat postprandial hyperglycemia. Our objective in this study was to
determine the inhibitory activity of the leaf extracts of Justicia spicigera Schltdl.
and leaves of Mangifera indica L. on a - glucosidase, where each organ of the
plant species was collected for convenience, from these ethanolic extracts were
prepared and tested at 100, 250, 500 and 1000 pg/mL. The results show that only
the extracts of J. spicigera — leaves demonstrated to have a higher percentage
of inhibition at the highest concentration evaluated; the ICso obtained for the
extracts of J. spicigera Schitdl. — leaves is considered active (ICs0=986.14 ug)
unlike the extract of M. indica L — leaves which requires a higher concentration
than what was evaluated; allowing us to conclude that the extract of J. spicigera

— leaves is active against the enzyme a-glucosidase.

Keywords: Justicia spicigera (insulin), Mangifera indica L. (rich boy mango), a-

glucosidase
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INTRODUCCION

Diabetes, categoria amplia de trastornos metabdlicos cronicos que esta entre las
10 principales causas de muerte en Peru (1). Los conocimientos de etnobotanica
demuestran que algunas especies vegetales actian de manera favorable para
tratar la hiperglucemia, reduciendo sus sintomas y efectos potenciales; de esta
forma numerosos estudios vienen siendo llevados a cabo con el objetivo de
demostrar el efecto de las especies vegetales pertenecientes a los géneros Justicia

y Mangifera (2-4).

El medicamento ideal (aquel que normaliza la glucemia y eventos cardiovasculares
con minimos efectos adversos), en la actualidad no existe y todos aquellos
disponibles en el mercado farmacéutico presentan ventajas y desventajas; ninguno

de ellos es capaz de asegurar un control glucémico duradero en el tiempo (5).

Diferentes investigaciones sefialan que algunos extractos de las plantas funcionan
a nivel intestinal inhibiendo las a-glucosidasas, reduciendo asi la absorcion de
glucosa en el torrente sanguineo; ya que las a-glucosidasas son las encargadas de
aumentar la absorcién de carbohidratos al descomponerse en glucosa; es por eso
que, el modelo in vitro de inhibicion de a-glucosidasa permite analizar de manera

rapida diferentes especies vegetales (6).

Gracias a la variedad de especies vegetales, nuestra amazonia peruana cuenta con
uno de los biomas de mayor diversidad, su alta heterogeneidad edafica y la gran
variabilidad floristica de las regiones Huanuco, Loreto, San Martin, Ucayali y Madre
de Dios (7-8).

Las especies vegetales son una pieza fundamental para el desarrollo y modo de
vida del poblador amazénico; en su gran mayoria son usadas para satisfacer las
grandes necesidades primarias y secundarias, entre las que destacan: elaboracion
de artesanias, alimentacion, colorantes y como medicina natural. Las comunidades
indigenas y las areas urbanas transmiten este conocimiento tradicional de una
generacion a otra; y es una fuente importante de datos pertinentes para el avance

de la investigaciéon farmacolégica (9).



Hoy en dia no existe el tratamiento adecuado que reuna las caracteristicas antes
mencionadas, razén necesaria para conocer la importancia inhibitoria de Justicia
spicigera Schltdl., ya que la misma es utilizada por los nativos Teenak (Huesteca
Potosina) y Maya (peninsula de Yucatéan) (10); ademas de la poblacién nativa de
la region Loreto para el tratamiento empirico de la diabetes, infecciones y como
estimulante. Asimismo, el interés cientifico por las propiedades biolégicas de las
hojas de Mangifera indica L. ha aumentado sustancialmente en los Ultimos afios,
especialmente debido al uso generalizado de esta planta por parte de la

poblacién para el control de la Diabetes Mellitus (10).

Los estudios etnofarmacolégicos han demostrado que M. indica se ha utilizado
durante mucho tiempo en el tratamiento de la DM en diferentes regiones del
mundo (11). Los estudios actuales demostraron que los flavonoides presentes
en el extracto acuoso de las hojas de M. indica exhibieron un potente efecto

hipoglucemiante en ratas diabéticas (12).

Todos estos factores referidos en el parrafo anterior, son suficientes para
determinar la actividad inhibitoria de los extractos de hojas de J. spicigera Schitdl.
y hojas de M. indica L. sobre a — glucosidasa, con la posibilidad de que nos sirvan
como alternativas naturales para el tratamiento de la diabetes, tratando de
garantizar una relacién inocua y de costo-efectividad aceptable, recomendar su
uso y contribuir a reducir el costo de tratamiento de esta patologia, las mismas
que permitirdn utilizarlas como fuente Gtil de nuevos compuestos orales

inhibitorias, como coadyuvantes de las terapias alternativas.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En 2022, evaluaron el efecto hipoglicemiante in vitro en a-glucosidasa e in vivo
sobre el efecto reductor de la hiperglicemia a partir del extracto acuoso de
Justicia spicigera (EAJS) Como resultado, EAJS mostrO0 poseer actividad
inhibitoria, mostrando 1Cs50=341,50 + 25,52 pg/mL comparada con acarbosa
(IC50=724,52 + 19,36 pg/mL); el trabajo concluyé que existe un significativo
efecto de inhibicion sobre a-glucosidasa, ademas de disminuir la glucemia post
prandial, dirigida a aminorar la absorcion de hidratos de carbono y regular la
hiperglucemia, apoyando el uso de la especie como agente hipoglucemiante en
la medicina tradicional (13).

En 2020, se evaluaron los extractos hidroalcoholicos de hojas de Mangifera
indica L. sobre modelo murino con hiperglucemia inducida por aloxano. La
investigacion determiné la actividad antioxidante por método 2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo (DPPH) e hipoglicemiante a partir de niveles de glucosa en suero.
En sus resultados, la actividad antioxidante de las hojas de M. indica L
variedades Edward (E) y Kent (K) mostraron 599,53 y 785,31 mM de Trolox eq-
g respectivamente; a 1000 mg/kg el extracto hidroalcohdlico de la variedad (K)
presentdé mayor efecto hipoglicemiante (p<0,01) posterior a doce horas de
administracion de aloxano; el trabajo concluyé que la variedad (K) de M. indica

L obtuvo mayor efecto hipoglucemiante que la variedad (E) (14).

En 2019, se estudio el contenido de mangiferina de extractos metandlicos de
pulpa de Mangifera indica inmaduro y maduro, comparado y cuantificado por el
método Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) de fase inversa;
ademas la accion inhibitoria in vitro sobre a-glucosidasa y a-amilasa. El estudio
determiné la naturaleza inhibidora de enzimas de la mangiferina mediante
analisis de acoplamiento in silico. Los resultados revelan que el contenido de
mangiferina es mayoritario en extracto metandélico maduro que en inmaduro; esto
coincidié con el ensayo in vitro sobre a-glucosidasa donde la ICso de mangiferina

fue igual a 36,84 ug/mL y la del extracto de mango maduro fue de 112,8 pg/mL



en comparacion con acarbosa 21,33 ug/mL; el trabajo concluyé que la
mangiferina de los frutos de M. indica ralentizan el metabolismo de la glucosa y

podria ser usado como posible agente hipoglucemiante (15).

En el 2017, se estudio los compuestos bioactivos presentes en té de las hojas
de Mangifera indica variedad Uba relacionados a las actividades biologicas:
antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética. El estudio determin6é que el té de
hojas de M. indica mostr6 0,72 + 0,08 mg/mL* de mangiferina; 1,59 + 0,11 mg
equivalente acido galico (GAE) mL* en fenoles totales y un 80,33 + 0,18 por
ciento en actividad antioxidante. El trabajo concluyé que el té de hojas de M.
indica disminuy6 el acimulo de gordura abdominal, regulé el metabolismo de la
glucosa, estimulé marcadores anti-inflamatorios y mejoré la hipertrofia de los
adipocitos confirmando su efecto anti-obesidad, ademas de tener efecto

antioxidante (16).

En el 2014, se estudid los mecanismos moleculares subyacentes a los efectos
antidiabéticos de las plantas utilizadas en la medicina tradicional, a partir del
extracto organico de Justicia spicigera Schltdl. entre otras mas. Se encontrd que
los extractos y compuestos ensayados inducian la captacién de glucosa en
adipocitos sensibles a la insulina utilizando total o parcialmente la via de
sefalizacion canonica de esta hormona; el trabajo concluyé que los resultados
describen por primera vez un mecanismo molecular que explica las propiedades

inhibitorias de las plantas y compuestos estudiados (17).



1.2. Bases teodricas

1.2.1 Especies en estudio
A. J. spicigera Schltdl. “insulina”

Pertenece a la familia Acanthaceae Juss, orden Lamiales Bromhead (18), de ella
se conoce las siguientes sinonimias: Justicia atramentaria Benth; J.
liebmanii V.A.W.Graham; entre otros (19). Es una planta que puede crecer hasta
1,5 m de altura, de porte erguido o trepador, muy ramificada y con tallos jovenes
de forma cuadrangular. Cuando estdn secas, las hojas tienen tonalidades
negrasylas laminas son de forma eliptica, mas o menos pilosas con
nervaduras muy marcadas. Las flores se agrupan en la union del tallo-hoja y en
la parte terminal de la planta; por lo general son de color naranja, pero también
pueden ser de color rojo palido; los frutos son capsulas de 1,7 cm de largo (20).

La decoccion, infusién y la tintura de sus hojas, forman parte de la medicina
tradicional en el tratamiento del cancer (cervicouterino y la leucemia); asi también
para tratar la anemia, gastroenteritis, diarrea, disenteria, bronquitis, influenza,

afecciones de la piel y “diabetes” (17).

Figura 1. J. spicigera Schitdl (21)


https://es.wikipedia.org/wiki/V.A.W.Graham

B. M. indica L. “mango chico rico”

Identificada dentro de la familia Anacardiaceae, del orden Sapindales (22).
Originario del noroeste de la India, se ha extendido por el suroeste de Asia y el
archipiélago malayo, cultivada de forma amplia en los tropicos y subtropicos a

nivel mundial (23).

Arbol de hoja perenne de hasta 20 metros de alto, con copa densa; cuando
compite con arboles mas grandes por la luz solar, su altura supera los 30 metros.
Presenta flores masculinas de 4 a 5 estambres (siendo hasta 2 fértiles), ademas
de flores femeninas con ovario globoso. El fruto tiene una pulpa amarilla o
anaranjada, jugosa, fibrosa (23). En Centroamérica, una infusion de la corteza
es utilizada como laxante y febrifugo, mientras que las semillas en decoccién son
usadas para tratar parasitosis intestinales. M. indica, reconocida por su fruto de
drupa, también es conocida por su efecto antidiabético (24). La mangiferina, un
polifenol encontrado en muchas plantas medicinales con potencial
hipoglucemiante, también esta presente en los mangos, razén que ha generado
ensayos in vitro e in silico a fin de conocer su potencial como inhibidor enzimatico

de a-glucosidasa y a-amilasa (24).

Figura2. M. indica L. (25)



1.2.2 Importancia de las especies en el presente estudio

En América latina, se tiene un alto interés de la Diabetes Mellitus como problema
de salud publica. Prevenir y tratar las enfermedades crénicas no transmisibles ha
cobrado prioridad en paises donde la mayor cantidad de recursos se habian
dedicado anteriormente a sistemas de salud materno infantil. La prevencion de
la diabetes y sus complicaciones se refiere a una serie de medidas que se
toman para detener la aparicion o progresion de la enfermedad.

La amazonia peruana cuenta con una gran variedad de especies vegetales,
pero se sabe poco sobre su uso para diversos tratamientos, esto implica la
bdsqueda de nuevos compuestos inmunomoduladores con minimos efectos

secundarios (26).

Numerosos estudios han demostrado las propiedades antidiabéticas de
diferentes plantas, pero en muchos de estos estudios se  desconocen los
principios activos y su mecanismo de accién, dando la importancia del
desarrollo de nuevos farmacos antidiabéticos mas potentesy con menos

efectos secundarios que las terapias actuales (26).

De hecho, los extractos de las hojas de J. spicigera Schitdl. y de M. indica L.,
han despertado un gran interés etnofarmacolégico en salud humana. Los
beneficios que aportan sus extractos a las comunidades indigenas y campesinas
de Loreto han sido destacados en numerosos estudios experimentales in vitro e
in vivo; abre un campo terapéutico en la medicina complementaria, permitiendo
el aprovechamiento de sus propiedades estimulantes, tales como:
antireumaticas, antidiarreicas, anticancerigenas, antipaltdicas, antidiabéticas,
etc.; teniendo como referencia, la abundancia en metabolitos secundarios

bioactivos utiles para el tratamiento de diversas patologias (26).

1.2.3 Digestion de glacidos

La digestion y absorcion de los glucidos tiene lugar en varias etapas. Los

glucidos corresponden alrededor del 40 % de la energia contenida en una harina,

7



principalmente en forma de almiddn, sacarosa y lactosa, debido a la accion de
las enzimas digestivas presentes en el tracto digestivo y especialmente las
presentes en los intestinos, se descomponen en sus constituyentes mas simples,
glucosa, fructosa y galactosa. Por ejemplo, la digestion del almidén, implica la
hidrolisis de los enlaces entre las moléculas de glucosa que lo componen.
Durante esta fase se requieren dos clases de hidralasas: amilasa y
oligosacaridasas de la saliva y el pancreas. Entre estas enzimas se encuentra la
a-glucosidasa, cuya funciéon es convertir los oligosacéaridos en unidades més
pequefias. Asociadas al glucocaliz se encuentran las oligosacaridasas y
disacaridasas, que al estar cerca de los enterocitos proporcionan un aumento en

la concentracion de carbohidratos simples, facilitando su absorcion (27-28).

1.2.4 Diabetes

La diabetes se presenta principalmente en dos tipos:

a. Diabetes mellitus 1 (DM1), es una afeccion donde el sistema inmunolégico

del cuerpo ataca células B del pancreas. Aquellas personas que presentan
este diagndstico, necesitan de forma diaria inyecciones de insulina a fin

de controlar sus niveles de glucosa en sangre (29).

b. Diabetes mellitus 2 (DM2), condicibn metabdlica compleja caracterizada

por resistencia a la insulina. Esta es una combinaciéon de secrecion
diferencial de insulina y baja sensibilidad de uno o mas tejidos a la insulina
(29).

1.2.5 Modelos de actividad inhibitoria

A. Ensayos in vitro

Inhibicién de a — amilasa: en concreto, requieren: enzima (a-amilasa), un

sustrato y un inhibidor. El método mas popular utiliza acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), que interfiere con la reaccion enzima-sustrato y
actua como indicador (de amarillo a naranja) cuando es calentada a 95°C.

Cuanto mayor sea el color, mayor sera la liberacion del producto y, en



1.2.6

consecuencia, mayor sera la actividad enzimatica. Es fundamental tener
las condiciones Optimas, a fin de que el ensayo se complemente con las
necesidades de la enzima, puesto que, la reaccion, la suspension de la
enzima y del sustrato se llevan a cabo en un buffer fosfato de sodio 100
mM con un pH=6,9 (30).

Inhibicién de a — glucosidasa: para inhibir la a-glucosidasa, se requieren

principalmente: la enzima (a-glucosidasa), el sustrato (almidon) y el
inhibidor. El sustrato debe ser un disacarido u oligosacarido, porque la a-
glucosidasa hidroliza azicares mas simples. En este método se usa el p-
nitrofenil-D-glucopiranésido (NPG) como sustrato. Por considerarse
sustrato cromogeénico, la actividad enzimatica es evaluada por presentar
color amarillo (p-nitrofenol) a la mezcla de reaccién; cuanto mas sea la
intensidad del color, mayor es la actividad enzimatica (31). Para encontrar
la concentracion inhibitoria 50 (ICso), se utiliza un paquete estadistico para
analizar las concentraciones de las muestras analizadas y los porcentajes
de inhibicién (31).

a-glucosidasa: papel biolégico e inhibidores disponibles

En el tracto gastrointestinal, los carbohidratos complejos sufren varias
reacciones de descomposicion y se digieren en azlcares simples, que
luego se absorben en el intestino delgado. El proceso digestivo comienza
con la secrecion de amilasas (EC 3.2.1.1) producida principalmente por
las glandulas pancreaticas y salivales y catalizan la hidrélisis del almidén
en polisacaridos mas cortos (32). El ambiente acido del estdbmago inhibe
la actividad enzimética de la amilasa salival, evitando una mayor
degradacion del almiddn. Al ingresar al intestino delgado, el almidén
parcialmente hidrolizado es transformado aun mas por la amilasa
pancreatica que se dirige a los enlaces a-1,4 de las dextrinas que liberan
carbohidratos (33). El paso final del metabolismo de los carbohidratos
esta mediado por la a-glucosidasa (EC 3.2.1.20) ubicada en el borde en

cepillo de los enterocitos. Las enzimas contienen dominios de glucésido



1.2.7

hidrolasas (GH31) duplicados y catalizan la hidrélisis de enlaces a-

glucosidicos de disacéridos y oligosacaridos (34).

Los polisacéridos y monosacaridos producidos por la a-amilasa y la a-
glucosidasa son absorbidos por el cuerpo a diferentes velocidades y las
unidades de monosacaridos son absorbidas rapidamente. Por lo tanto, la
inhibicién de las actividades de la a-amilasa y la a-glucosidasa puede
retrasar la liberacion de glucosa de los carbohidratos complejos y asi
regular el desarrollo de la hiperglucemia posprandial, lo que lo convierte
en un objetivo ideal para el tratamiento de la diabetes tipo 2. El inhibidor
de la a-glucosidasa mas comunmente recetado es la acarbosa y es un
pseudocarbohidrato aislado de actinomicetos (35). Otros inhibidores
disponibles incluyen voglibosa (de origen microbiano) y miglitol (derivado

sintéticamente de 1-desoxinojirimicina) (36).

Acarbosa, un pseudotetrasacarido que consiste en una fraccion de
valienol unida mediante nitrégeno a la isomaltotriosa. Esta molécula tiene
una afinidad de 10%a 10°veces mayor por las a-glucosidasas en
comparacion con los oligosacaridos naturales e inhibe competitivamente

esta enzima (37).

Fundamento del método de evaluacion de la actividad inhibidora de

la a-glucosidasa in vitro

Para la evaluacion de la actividad inhibidora sobre a-glucosidasa (a-GLC)
en extractos vegetales, es necesario hidrolizar enziméaticamente el
sustrato sintético p-Nitrofenil-a-Dglucopiranésido (p-NFGP) que por
accion de la a-glucosidasa libera unidades de p-nitrofenolato y a-D-
glucosa (38-39). El idn p-nitrofenolato muestra un color amarillo palido, lo
gue indica que ha tenido lugar una reaccion de hidrdlisis enzimatica. Sin

embargo, es posible que no se observe claramente (40).
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Figura 3. Hidrdlisis enzimatica del p-Nitrofenil-a-D-glucopiranésido (pNFGP) por accion de la
a-Glucosidasa (38)

Algunos autores sugieren que para intensificar el color es necesario
agregar una solucién béasica (41), con el objetivo de crear un ambiente
denso en electrones para que el anién p-nitrofenolato entre en resonancia
y se estabilice (42), teniendo en cuenta que toda la concentracion sustrato
(p-NFGP) ha reaccionado con la enzima y no se presenten falsos-
positivos en los resultados debido que el sustrato p-NFGP es susceptible

de reaccionar frente a una hidrélisis basica.
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Figura 4. Estructuras de resonancia del idn p-nitrofenolato en medio basico (42)
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1.3 Definicion de términos basicos

Diabetes: enfermedad que se desarrolla cuando los niveles de glucosa en la

sangre, es demasiado alta (43).

Alfa glucosidasa: ayudan en la hidrdlisis del almidén en azlcares simples. Estas
enzimas ayudan a los humanos a descomponer los carbohidratos y almidones
de la dieta para producir glucosa para la absorcion intestinal, lo que eleva los
niveles de azucar en sangre. La inhibicién de la funcion de estas enzimas en

pacientes con diabetes tipo 2 puede reducir la hiperglucemia (44).

Enzimas: son una clase especializada de proteinas que catalizan reacciones
quimicas dentro de la célula, como resultado, son excelentes dianas para

farmacos (45).

ICs0: concentracion de inhibidor que inhibe la actividad de una enzima o receptor
en un 50% (46).

Planta medicinal: Toda especie vegetal que contiene entre sus 6rganos,
sustancias farmacolégicamente activas que puedan ser utilizadas con fines

medicinales (47).

Inhibidores de Alfa glucosidasa: ralentizan la descomposicion de los
carbohidratos en el intestino delgado y reducen la variacion posprandial de la
glucosa en sangre; la inhibicion de las glicosidasas tiene un efecto significativo
sobre el metabolismo de los polisacéaridos, el procesamiento de glicoproteinas y
la interaccion celular (48).

12



CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1 Formulacién de hipotesis

Los extractos de hojas de J. spicigera Schltdl. y hojas de M. indica L. usadas de
manera etnomedicinal para tratar la diabetes presentan actividad inhibitoria

sobre a — glucosidasa.

2.2Variables y su operacionalizacion

2.2.1 Variable independiente
Extracto etandlico de hojas de J. spicigera Schitdl. y hojas de M. indica L.

2.2.2 Variable dependiente

Actividad inhibitoria sobre a— glucosidasa.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

, L, Tipo por su Indicador Escala de i Valores delas Medio de
Variable Definicion conceptual PO P Categorias
naturaleza medicion categorias verificacion
Solucibn que se obtiene de
_ mezclar material vegetal
Independiente _ )
deshidratada con alcohol, con Dosis de extractos:
_ posterior maceracion y eliminacion 100 pg/mL Hoja de
Extracto  etandlico o o )
_ de solvente por procedimiento Cuantitativa 250 pg/mL Razon reporte
de hojas de J. »
o fisico. 500 pg/mL analitico
spicigera Schitdl. y
_ o 1000 pg/mL
hojas de M. indica L.
Proceso por el cual se aminora los
Dependiente  ieles  de glucosa, por % de inhibicion Activo >50% Hoja  de
Actividad inhibitoria administracion de sustancias que Cuantitativa Razoén _ reporte
] o No activo <50% n
contengan capacidad inhibidora. analitico
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CAPITULO IlIl: METODOLOGIA
3.1 Tipo y disefio

Tipo de estudio: experimental, dado a que se midierony controlaron las
variables dependientes donde se comparaba las muestras experimentales y

de control.

Disefio: analitico, ya que se probd una hipotesis.

3.2 Disefio muestral

La poblacion de estudio estuvo constituida por todos los arbustos de J. spicigera
Schltdl. “insulina” y arboles de M. indica L. “mango chico rico” del centro poblado
de Quistococha; la muestra fue dos kilogramos de hojas de las especies
vegetales seleccionadas en buen estado de conservacion. El muestreo se realizo
por conveniencia, los mismos que fueron geo-referenciados (3°49°'13”S
73°19'42”0).
Criterios
Inclusion:

e Arbustos de J. spicigera Schlitdl. “insulina” y arboles de M. indica L.

“mango chico rico” con hojas enteras y sanas.

Exclusién:

e Hojas rotas y agrietadas.

e Hojas que evidencien contaminacion.

3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
A) Obtencién de la muestra vegetal

e Se recolectaron hojas, las mismas fueron cortadas con tijeras podadoras
y colocadas en sobres de manila correctamente identificados.

e Después de limpiar las hojas, se procedié a cortar en trozos diminutos.
Simultaneamente, se realizO una seleccion de las hojas para su

identificacion.
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e EIl responsable del Herbario Amazonense de la UNAP certificO cada

especie vegetal y entreg6 su constancia de identificacion.

e Para el secado y micropulverizado, las hojas cortadas fueron colocadas

en un ambiente de secado durante una semana a temperatura de 40 °C.

Después del secado de las mismas, se realiz6 la molienda, quedando en

polvo, listos para almacenarlos en frascos de color &mbar.

B) Obtencidn del extracto etandlico

Pesamos 7 gramos por cada especie vegetal, luego agregamos 100mL de etanol

96°. Posterior a ello, lo maceramos por 07 dias. Luego, se filtr6 el extracto

macerado, se concentrd en rota vapor a 40 °C a 40 rpm. El extracto obtenido en

el rota vapor, se colocé en estufa a 40 °C hasta sequedad (49).

C) Actividad inhibitoria

Se llevo a cabo segun el siguiente esquema: (46,50)

Vial 1 Vial 2 Vial 3 Vial 4
p-Nitrofenil a-D- 125 pl 125 pl 125 pl 125 pl
glucopiranésido

Inhibidor 50 ul 50 ul
Buffer fosfato 375 ul 350 ul 325 ul 300 ul
Pre incubacién a 37°C por 5 min
Enzima a - 25 ul 25 ul
Glucosidasa
0,24U/mL
Incubacion a 37°C por 15 min
Na2C0O3 0,2 M 500 pl 500 ul 500 pl 500 ul

Leer las absorbancias a 400 nm

El control positivo contenia acarbosa, mientras que el blanco de la solucion

estandar era una solucién sin enzimas. Los datos de la Hoja de Informe Analitico

(ver anexo 2) se utilizaron para el célculo del porcentaje inhibitorio a partir de

la formula:
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|1 - ) |x100%

Donde: A es la absorbancia en ausencia de muestray B es la

absorbancia en presencia de la muestra.

Sobre el calculo de ICso respectivo, se realizO en mérito a los resultados

porcentuales de inhibicion sobre a-glucosidasa.

3.4 Procesamiento y analisis de la informacién

La informacién recopilada se muestra en tablas con valores porcentuales. Para
determinar diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de
estudio, se utiliz6 el andlisis de varianza. A continuacion, se comparé el
porcentaje de inhibicion entre los grupos varias veces utilizando la prueba
estadistica HSD Tukey.

3.5 Aspectos éticos

No aplica, ya que en el presente estudio no se involucran seres humanos.

17



CAPITULO IV: RESULTADOS

100010

90.00

£0.00 75.30
E T0.00
= 56.76
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20.00 9.90
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Concentraciones evaluadas {ug/mL)
lusticia spicigera - hojas Mangiferaindical. M Acarbosa

Figura 5. Porcentajes de inhibicidn entre los grupos de estudio por cada

concentracion evaluada

En la figura 5, representa que soélo el extracto de J. spicigera — hojas, present6

mayor % de inhibicion a la mayor concentracion evaluada

Tabla 1. ANOVA - porcentaje de inhibicion

Suma de Media
Fuente de variacion cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 721,434 2 360,717 1,029 0,396
Dentro de grupos 3155,113 9 350,568
Total 3876,547 11

En la tabla 1, se determin6 que sig.=0,396 siendo mayor que a=0,05; es decir,

no existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de estudio.
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Tabla 2. Comparaciones multiples entre los grupos - porcentaje de inhibicion

HSD Tukey
95% de intervalo de
confianza
() Grupo de (J) Grupo de Diferencia de Error Limite Limite
estudio estudio medias (I-J) estandar Sig. inferior  superior
Justicia spicigera M. indica L. -
_ _ 1,863 13,239 0,989 -35,102 38,827
— hojas hojas
Acarbosa -15,438 13,239 0,501 -52,402 21,527
Mangifera indica J. spicigera -
_ _ -1,863 13,239 0,989 -38,827 35,102
L. — hojas hojas
Acarbosa -17,300 13,239 0,427 -54,265 19,665
Acarbosa J. spicigera -
_ -15,438 13,239 0,501 -21,527 52,402
hojas
M. indica L. -
_ 17,300 13,239 0,427 -19,665 54,265
hojas

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

La tabla 2 muestra que todos los grupos producen diferente actividad inhibitoria.

Tabla 3. Sub conjuntos homogéneos — porcentaje de inhibicién

HSD Tukey?
Subconjunto para
alfa=0,05
Grupo de studio N 1

J. spicigera- hojas 4 34,218
M. indica L- hojas 4 32,355
Acarbosa 4 49,665

Sig. 0,427

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armodnica = 4,000.

19



La tabla 3 muestra que las medias obtenidas en el subconjunto 1, no difieren

de manera significativa (p-valor=0,427).

Tabla 4. 1Cso obtenida para cada grupo de estudio

Grupos de estudio ICs0 Concentracion
maxima
evaluada
J. spicigera — hojas 986,14 ug
M. indica L - hojas > 1000 pg 1000 pg
Acarbosa 356,80 pg

En la Tabla 4 se muestra que el extracto de J. spicigera — hojas, se considera

activo.
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CAPITULO V: DISCUSION

Con la finalidad de disponer de una variedad de medicinas naturales, el uso de
remedios caseros o plantas medicinales para regular los niveles de glucosa

en sangre, ha experimentado un auge importante en los ultimos afos.

El método cuantitativo basado en colorimetria es uno de los mas comunes y
practicos utilizados para probar los efectos inhibidores de varios compuestos
naturales sobre la enzima a-glucosidasa. Este método mide la cantidad de p-
nitrofenol (pNP) liberado cuando el p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (pNPG) es
hidrolizado por la enzima a-glucosidasa (51). En este contexto, los resultados del
extracto de J. spicigera presentados en la figura 5 del presente estudio, muestran
inhibicion contra la a-glucosidasa, lo que indica que se logré un % de inhibicién
superior al 50%. El IC50=986,14 g descrito en la tabla 4 guarda cierta diferencia
con la investigacion realizada en el 2022 (13) donde se obtuvo 1Cs0=341,50 +
25,52 ug/mL, pero ambas coinciden en que el extracto alcohdlico y el extracto
acuoso probados muestran poseer un efecto de inhibicion. Ademas, concuerda
con el estudio realizado en el 2014 (17) donde el extracto organico de la planta
J. spicigera Schltdl. podria inducir la captacion de glucosa en adipocitos
sensibles a la insulina al activar total o parcialmente la via de sefializacion
candnica de la hormona; describiéndose por primera vez un mecanismo
molecular que podria explicar las propiedades inhibitorias de las plantas y

compuestos bajo investigacion.

Mangifera indica L., es una de las muchas plantas tradicionales con efectos
hipoglucemiantes utilizadas en el tratamiento de la diabetes y disponibles a la
poblacién en general (52). Los resultados de la actividad inhibidora de M. indica
L. mostrada en la figura 5 indica que no causa inhibicion de la enzima a-
glucosidasa, puesto que no alcanzo un porcentaje de inhibicion superior al 50%.
La investigacion realizada en el 2019 (15), donde el contenido de mangiferina de
extractos metandlicos de pulpa de M. indica mostré una 1Cs0=36,84 ug/mL para
el extracto de mango inmaduro e 1Cs0=112,8 pg/mL del extracto de mango
maduro, concluye que los frutos de M. indica ralentizan el metabolismo de la

glucosa y podria ser usado como posible agente hipoglucemiante; sin embargo,

21



difieren a lo obtenido en la presente investigacion, ya que se obtuvo una ICso
mayor a 1000 pg. Dado sus efectos beneficiosos sobre la hiperglucemia y la
hiperlipidemia en la diabetes tipo 2, la mangiferina es, sin duda, digna de mayor
investigacion (24).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

e Solo el extracto de J. spicigera — hojas, presentd mayor % de inhibicion a la

mayor concentracion evaluada.

e La ICso obtenida para cada grupo de estudio, permite concluir que el extracto
de J. spicigera — hojas es activo (ICs50=986,14 ug); siendo contraria al extracto
de M. indica L — hojas donde se requiere una concentracion mayor a lo

evaluado.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

e Serd apropiado realizar el estudio con otros tipos de extractos, incluidos
los metandlicos, acuoso liofilizado y los cloroférmicos, ya que sera posible

evaluar su potencial farmacologico para el tratamiento de la diabetes.

e Ademas, es fundamental realizar la prueba sobre B-glucosidasa, para
identificar cualquier diferencia que pueda encontrarse con esta otra
enzima, permitiendo asi tener posibles tratamientos terapéuticos para la

hiperglicemia.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de certificacion de las especies vegetales

Centro de Investigacion de -

lU N AP Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENT{FICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA
| n.° 020-2023 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del Centro de Investigacién de Recursos Naturales
(CIRNA), de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

HACE CONSTAR:

Que, las muestras botanicas presentada por ALESSANDER IPUSHIMA HUALINGA bachiller de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Farmacia y Bioqufmica de la Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana pertenece al proyecto de tesis de pre grado titulado “ACTIVIDAD
INHIBITORIA DEL EXTRACTO DE HOJAS DE Justicia spiciyer;? Schltdl. Y HOJAS DE Mangifera indical.
SOBRE a - GLUCOSIDASA”; han sido DETERMINADAS en este centro de investigacién y ensefianza
Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-UNAP, como se indica a continuacién:

N° FAMILIA ESPECIE AUTOR
01 | ACANTHACEAE Justicia spicigera Schltdl.
02 | ANACARDIACEAE Mangifera indica L.

Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

A los cinco dfas del mes de junio del afio dos mil veintitrés, se expide la presente constancia a los

interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,

Richard J\Huaraq

Coo| r\Herbart
RNA - UNAP
UNIVERSIDAD
Direccién Pevas/Nanay — Iquitos Peri Péginaldel CONSTANCIA n.? 020-2023 L! C EN CIADA
Apdo. 496 — Email: herbarium.ar @unapiquitos.edu.pe RESOLUCION W* 012-2016-SUNEDUED

31



Anexo 2. Hoja de reporte analitico

Grupo(s)

Concentraciones
(ug/mL)

Longitud de

onda A

Abs

R1

R2

R3

100

250
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1000

400 nm

100

250

500

1000

400 nm

100

250

500

1000

400 nm

Leyenda: ABS=Absorbancia
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Anexo 3. Flujograma actividad inhibitoria

Recolecta de Selecciodn, limpiezay Secado a 40°C
especie vegetal ‘ corte del material vegetal ‘ por una semana

Micropulverizado

Preparacion
de extracto

!

Experimentacién

Resultados después Lectura en
de la Lectura en Espectrofotdémetro

Espectrofotémetro UV-Visible

UV-Visible i
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