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RESUMEN

Los metabolitos secundarios (MS) constituyen una fuente importante de
principios activos cuyas aplicaciones farmacéuticas se atribuyen a sus funciones
como analgeésicos, antivirales, antibacterianos, antioxidantes,
inmunoestimulantes, entre otros. Objetivo: determinar los metabolitos
secundarios y la actividad inhibitoria de hojas y corteza de Spondias mombin
Linn y hojas de Alternanthera lanceolata (Benth.) Schinz sobre a — glucosidasa
Metodologia: el estudio de tipo correlacional, disefio experimental midié los MS
por espectrofotometria y la actividad inhibitoria fue valorada a concentraciones
de 100, 250, 500 y 1000 ug/mL para cada extracto, usando como control positivo
acarbosa, en ambos casos se us6 agua millipore como diluyente. Resultados: la
corteza de S. mombin Linn presentd un mayor porcentaje de compuestos
fendlicos, alcaloides y saponinas. En la actividad inhibitoria de S. mombin Linn
las hojas mostraron una ICso = 898,68 ug y la corteza una ICsp = 421,92 ug; y las
hojas A. lanceolata (Benth.) Schinz una ICs5,=1500,00 ug. En cambio, para el
control positivo acarbosa la ICso fue 356,80 ug. Conclusiones: acarbosa obtuvo
mayor potencia de inhibicién sobre la a — glucosidasa en comparacién con los
extractos de S. mombin Linn, siendo superior la inhibicién del extracto de corteza
frente a las hojas y el menos potente fue el extracto de hojas de A. lanceolata
(Benth.) Schinz.

Palabras clave: Actividad inhibitoria, compuestos fendlicos, saponinas, alcaloides



ABSTRACT

Secondary metabolites (MS) constitute an important source of active ingredients
for drugs and chemical products, whose pharmaceutical applications are
attributed to their functions as analgesics, antivirals, antibacterials, antioxidants,
immunostimulants, among others. The objective of this work was to determine
the secondary metabolites and inhibitory activity of leaves and bark of Spondias
mombin Linn and leaves of Alternanthera lanceolata (Benth.) Schinz on a —
glucosidase. The MS were measured by spectrophotometry and the inhibitory
activity was evaluated at concentrations of 100, 250, 500 and 1000 ug/mL of both
extracts, using Acarbose as a positive control, in all millipore water was used as
a dilution medium. The results of MS phenolic compounds, alkaloids and
saponins show that bark of S. mombin Linn obtained majority results. In the
inhibitory activity, Acarbose obtained a higher percentage of inhibition compared
to the extracts of S. mombin Linn (leaves and bark) and the extract of A.
lanceolata (Benth.) Schinz — leaves; likewise, S. mombin Linn - bark showed an
IC50=421.92 ug, compared to S. mombin Linn - leaves with an IC50=898.68 ug
and A. lanceolata (Benth.) Schinz — leaves with an IC50=1500.00ug In contrast,
the positive control Acarbose obtained a lower IC50=356.80 ug; which allows us

to conclude that it is the one with the best inhibitory activity.

Keywords: Inhibitory activity, Spondias mombin Linn, Alternanthera lanceolata
(Benth.) Schinz, o— glucosidase.

Xi



INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios (MS) de origen vegetal son compuestos
biolégicamente activos que a la planta le sirven para asegurando su defensa y
supervivencia. Estos compuestos tienen aplicaciones en las industrias
cosmeética, alimentaria, farmacéutica, siendo reconocida esta Ultima por proveer
farmacos para la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades. Los MS
se clasifican en tres grupos principales: terpenoides, compuestos fendlicos y
alcaloides, siendo los flavonoides el subgrupo de compuestos fendlicos mas
grande e importante (1). Los compuestos fendlicos son una parte esencial de la
dieta humana y son de considerable interés biol6gico debido a sus propiedades
antioxidantes. Los flavonoides, representan mas de la mitad de los mas de ocho

mil compuestos fendlicos diferentes (1).

Se estima que las especies vegetales en su conjunto producen mas de 100 000
metabolitos secundarios (2). Cada afio se describen alrededor de 1600 nuevas
estructuras quimicas obtenidas de plantas superiores, muchas de las cuales son
bioldgicamente activas (3,4). Esto hace que el estudio de los metabolitos
presentes en las plantas sea un gran desafio, requiriéndose del uso de diferentes

tecnologias para su produccién, caracterizacion e identificacion (4).

La concentracion de los metabolitos secundarios en las plantas depende de los
suelos donde se desarrollan y de las distintas condiciones ambientales; por lo
que, es importante comparar los grupos fitoquimicos presentes y la potencial
actividad inhibitoria de una especie, para de esta manera validar cientificamente

a las diferentes especies vegetales de uso medicinal (5).

En el tratamiento de la diabetes mellitus, por ser una muy frecuente enfermedad
cronica, a nivel mundial ha tenido un gran repunte la investigacién de especies
vegetales de posible aplicacion en su tratamiento. En la region Loreto se conoce
de muchas especies de uso empirico y con minima informacion cientifica acerca
de sus propiedades etnomedicinales (6). De estas especies vegetales se

seleccion6 a Spondias mombin Linn “ubos” y Alternanthera lanceolata (Benth.)



Schinz “lancetilla” ya que son promisorias ambos y se les asocia a la presencia

de compuestos bioactivos Utiles con potencial efecto farmacologico.

Son muchas las dianas farmacoldgicas para mitigar la hiperglicemia, y una de
ellas es inhibir la a — glucosidasa, es una enzima importante para la liberacién de
glucosa en el intestino, la misma que se absorbe e incrementa rapidamente la glicemia.

Punto crucial yde control obligado en el paciente diabético.

De acuerdo a los antecedentes encontrados de dichas especies, es que; en la
presente investigacion se buscé determinar los metabolitos secundarios y
actividad inhibitoria de hojas y corteza de Spondias mombin Linn y hojas de

Alternanthera lanceolata (Benth.) Schinz sobre o- glucosidasa.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En el 2018 (Ajiboye K. et al.), evaluaron la actividad antidiabética de Spondias
mombin, sus efectos sobre el transportador de glucosa 4 (Glut-4) y la
sefalizacion de los receptores de adiponectina en ratas diabéticas inducidas por
estreptozotocina, a partir del sobrenadante del homogeneizado de gastrocnemio
mediante ensayo ELISA. Dicha investigacién determin6é que a dosis bajas S.
mombin modulo las capacidades de manejo de glucosa de las ratas diabéticas a
través de un mecanismo de accion similar a la insulina; también elevo
significativamente la expresion de adiponectina; el trabajo concluyé que S.

mombin mostro actividad antidiabética (7).

En el 2017 (Arellano J. et al.), determinaron la presencia de compuestos
fendlicos en el extracto etandlico de hojas de Alternanthera lanceolata (Benth.)
Schinz, a partir de la evaluacién de la solubilidad del extracto en solventes de
polaridad creciente. Mediante tamizaje fitoquimico empleando gelatina, dio
resultados positivos para compuestos fendlicos, flavonoides y glicésidos y
presentd6 mejor solubilidad en solventes de mediana polaridad. El trabajo
concluyd en que se caracterizd6 y propuso las estructuras de compuestos
fendlicos tipo flavonas en el extracto etandlico de las hojas de A. lanceolata
(Benth.) Schinz (8).

En el 2016 (Pifia G. et al.), realizaron un estudio de caracterizacion fitoquimica
de extractos obtenidos a partir de hojas y corteza de S. mombin (jobo) y su
relacion con propiedades medicinales de esta especie. El estudio determiné que
en los extractos de hojas identificaron: taninos, fenoles, saponinas, cumarinas,
flavonoides, alcaloides, quinonas, triterpenos, esteroles y azlcares reductores;
mientras que, en extractos de corteza identificaron: taninos, fenoles, cumarinas,
flavonoides, saponinas, alcaloides y azlcares reductores. El trabajo concluyo
que la presencia de metabolitos secundarios se relaciona con su actividad

farmacoldgica (9).


https://www.journalijar.com/search-result/?author=Ajiboye%20Kolawole

En el 2016 (Ramos M. et al.), evaluaron las caracteristicas farmacognosticas de
hojas de Alternanthera lanceolata (Benth) Schinz "lancetilla”, mediante la
metodologia de Miranda Martinez Migdalia, publicado en el articulo “Método de
estudio de extractos y drogas de la Doctora Migdalia Martinez Miranda”. El
tamizaje fitoquimico revel6 la presencia de flavonoides, triterpenos y
esteroides, compuestos fendlicos y taninos, catequinas, saponinas, compuestos

grasos y principios amargos y astringentes. (10).

En el 2009 (Adediwura F. et al.), determinaron la actividad antidiabética de hojas
de Spondias mombin sobre a-amilasa. La investigacion segun ensayo de
actividad bioldgica, identificé una fraccion inhibidora de las hojas de S. mombin
sobre a-amilasa; ademas, se investigd el compuesto activo 3B-olean-12-en-3-yi
(92)-hexadec-9-enoate. El extracto metandlico, la fraccion de éter dietilico y el
compuesto aislado exhibieron una actividad inhibidora enzimatica significativa
contra la a-amilasa de Aspergillus oryzae. Concluyeron por primera vez sobre la
actividad inhibidora sobre a-amilasa del 3B-olean-12-en-3-yl (9Z)-hexadec-9-

enoato de hojas de S. mombin (11).

1.2. Basestebdricas

1.2.1. Especies en estudio

Identificacion taxonémica

A) Spondias mombin Linn “ubos”

Reino . Plantae

Division . Magnoliophyta

Clase :  Equisetopsida C. Agardh

Orden . Sapindales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia . Anacardiaceae R. Br.

Género . Spondias

Especie :  Spondias mombin Linn (12).


https://www.tropicos.org/name/43000109
https://www.tropicos.org/name/43000068
https://www.tropicos.org/name/42000260

Sinonimias: también conocido como jobo, ciruela (en espafiol), hogplum, yellow

mombin (en inglés), taperebay caja (en portugues) (13).

Descripcion botanica: arbol de mediano tamafio, que alcanza un alto de 15 m,
diametro normal de 75-90 cm; la corteza y las hojas tienen un olor resinoso. Las

ramas son horizontales o ascendentes y la copa es redondeada (14).

Distribucién geografica: el area de distribucién natural, se extiende a lo largo
de la costa del Pacifico (Golfo de México en el centro de México) hacia el sur a
través de la América Central, incluyendo las Indias Occidentales hasta Ecuador

y la Cuenca Amazoénica en Brasily Pera (15).

Usos: las frutas se consumen frescas o se utilizan para hacer jaleas y bebidas.
El mesocarpio de la fruta (la parte comestible) tiene un 70 por ciento de agua y
tiene un promedio de 104 cal/g. Con base a su peso en seco, tiene un 27 por
ciento de carbohidratos, 0,6 por ciento de fibra cruda, 0,2 por ciento de grasasy
1,0 por ciento de ceniza. La fruta ademas provee de 20 mg de Ca, 49 mg de P,
1 mg de Fe, 55 mg de vitamina C por 100 g respectivamente, ademas de
porciones significativas de vitamina A, tiamina, riboflavina y niacina (16). Los
agrios vastagos jovenes se comen a veces crudos o cocidos como vegetales
(17). El chupar un trozo enorme de una raiz proveera de suficiente agua para
saciar la sed del viajero (18). Las flores son una fuente de néctar para las abejas

de miel y la miel resultante es de color &mbar (19).

B) A. lanceolata (Benth.) Schinz “lancetilla”
Identificacién taxondmica

Reino . Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase . Equisetopsida C. Agardh

Orden . Caryophyllales Juss. ex Bercht. & J. Presl|
Familia . Amaranthaceae Juss.

Género . Alternanthera Forssk.

Especie . Alternantheralanceolata (Benth.) Schinz (20).


https://www.tropicos.org/name/43000109
https://www.tropicos.org/name/100352840
https://www.tropicos.org/name/42000073
https://www.tropicos.org/name/40010999

Sinonimias: Brandesia lanceolata Benth, o comuUnmente conocida como

lancetilla, discancer grande o simplemente discancer.

Descripcién botanica: hierba cespitosa con ramas ascendentes, rojizas y
entrenudos delgados y largos. Tiene hojas opuestas con un tamafio de 4-10 cm
de extenso y 1,5-2,2 cm de ancho y laminas lanceoladas (elipticas o lineares).
Asimismo, muestra flores sésiles con periantio blanco lanceolado de alrededor

de 6 cm de largo (21).

Distribuciéon geografica: distribuida en paises de Centroamérica y Sudamérica
como: Ecuador, Colombia, Peru, Guatemala, Costa Rica con preferencia por los
habitats de bosques de niebla entre 1000y 2200 m de altitud (22).

Usos etnomédicos: usada en los andes del norte del Peru, por via oral como
relajante y antiinflamatorio (nervios, dolor de cabeza, preocupacion, etc.) y en

via topica para casos de insolacion (23).

1.2.2. Metabolitos secundarios

Se denominan asi a los compuestos resultantes del metabolismo de la planta
que no tienen una funcién considerada en el mantenimiento de los procesos
fisiologicos esenciales de la misma. Se les atribuye la capacidad de resguardo
ante depredadores, atraccion de polinizadores y simbiontes, y la defensa ante

estados de estrés nocivos para la persona (24).

Existe un listado de los diferentes tipos de metabolitos y compuestos a quienes
se atribuye propiedad y actividad hipoglicemiante, entre los que destacan:
alcaloides, cumarinas, carbohidratos, flavonoides, glicopéptidos, sales
inorganicas, lipidos, iridoides, péptidos y aminas, esteroides, fenoles (simples) y

terpenoides (25).
A) Compuestos fendlicos

Estos metabolitos secundarios poseen funcionalidades distintas: dan

coloracion a flores y frutos, impregnan de lignina las paredes pecto-



celulésicas (26), se incrementan en la reproduccién, defienden contra
patdgenos externos, protegen del estrés de la radiacion UV y de los
depredadores. A partir de la perspectiva quimica, los compuestos
fendlicos constan de un anillo bencénico que tiene uno o diferentes grupos
hidroxilo (26).

Entre los mas caracteristicos destacan: cumarinas, flavonoides,

benzofuranos y cromenos; siendo los mas caracteristicos los flavonoides
que tienen en comun las estructura Ce-C3-Cs, consistiendo de dos anillos

aromaticos enlazados por un heterociclo oxigenado.

Delfinidina OH OH
Peonidina OCH; OH
Malvidina OCH; OCH;

Flavonoide Flavanol Antocianidina
O T ® TO © C °
OH
o) 0 oH O
Flavona Flavonoide Isoflavona OH
OH
0] Aglicona R R
I HO Pelargonidina  H H
Cianidina OH H
R
(o}

Flavanona R=H

o . .
Flavanonol R = OH OH Antocianinas

Figura 1. Estructura basica de flavonoides
Fuente:http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci arttext&pid=51810-
634X2011000100007#fig01

Funciones de los flavonoides

Cumplen una extensa diversidad de funcionalidades ecoldgicas y

fisiologicas en las plantas. Es bien notable el rol de los pigmentos de


http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1810-

antocianina como sefiales visuales en angiospermas para atraer
polinizadores y agentes de dispersion de frutas, pero estas funciones se
adquirieron tarde en la diversificacidén evolutiva de los flavonoides (27).

Otras funciones, integran la defensa contra los efectos dafiinos de la
radiacion UV, la intervencion de las interrelaciones entre el polen y el
estigma, barrera contra bacterias, hongos patdégenos y herbivoros,
intervencion de colaboraciones entre plantas y hongos micorricicos

mutualistas y como reguladores de la actividad hormonal (27).

Clasificacion de los flavonoides

Los flavonoides son una clase vasta construida fundamentalmente con
anilos A y C de benzo-1-pirano-4-quinona y un anillo B, siendo
subclasificados como flavonas (estructura bésica), flavonoides (con un
conjunto hidroxilo en la postura 3-), flavanonas (el enlace 2-3 es saturado)
y catequinas (el anillo C es 1-pirano), chalconas (anillo C es abierto),
antocianidinas (anilo C es 1-pirano, y los enlaces 1-2 y 3-4 son
insaturados) (figura 2 y 3). Estos compuestos presentan generalmente

una variedad de sustituciones por grupo metoxilos y/o hidroxilo (27).

Figura 2. Esqueleto de flavonoides, catequinas y teaflavinas
Fuente: https://digi.usac.edu.gt/bvirtual/informes/rapidos2011/INF-2011-36.pdf

Figura 3. Esqueleto de antocianinas y chalconas
Fuente: https://digi.usac.edu.gt/bvirtual/informes/rapidos2011/INF-2011-36.pdf



https://digi.usac.edu.gt/bvirtual/informes/rapidos2011/INF-2011-36.pdf
https://digi.usac.edu.gt/bvirtual/informes/rapidos2011/INF-2011-36.pdf

B) Alcaloides

Los alcaloides simbolizan un grupo de productos naturales con un gran
impacto econdémico, médico, politico y social de los seres humanos.
Varios de estos agentes poseen efectos fisiolégicos potentes en los
sistemas de los mamiferos, asi como en otras especies; y como resultado,
algunos de ellos se han consolidado como moleculas terapéuticos. La
atropina, la morfina, la quinina y la vincristina son representativas de una
secuencia de compuestos usados para tratar un rango de patologias que
van desde la malaria hasta el cancer (28).

C) Saponinas

Las saponinas son glicosidos hidrosolubles con caracteristicas
tensoactivas y hemoliticas, ambos efectos atribuidos a sus propiedades
estructurales de naturaleza anfiflica. Dichos metabolitos ademas tienen
la posibilidad de ejercer una extensa actividad biolégica, destacandose su
impacto insecticida, anti-protozoos, antiinflamatorio, leishmanicida,
antitichomonas, anti-agregante plaquetario, broncolitico,
hipocolesterolémico, asi como su actividad citotdxica ante algunas
neoplasias. Estos informes sitlan a las saponinas del género Sapindus L.

entre los metabolitos secundarios con elevado valor farmacoldgico (29).

1.2.3 Diabetes

Existen principalmente dos tipos de diabetes:

A) Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): causada por reaccién autoinmune donde
el sistema inmunitario corporal ataca a las células B pancreaticas
productoras de insulina. Las personas que padecen este tipo de diabetes
requieren inyectarse insulina diariamente, con el fin de mantener el control

de los niveles de glucosa en la sangre (30).

B) Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): es una compleja variacion metabdlica

cualitativa y cuantitativa, caracterizada por una mezcla de resistencia a la



1.2.4.

insulina, que es una baja sensibilidad de uno o diversos tejidos hacia la

insulina y de variacion en la secrecion de la misma (30).

Ensayos para evaluar la actividad hiperglicémica
Ensayosin vivo

a.1) Induccién de diabetes en animales; los procedimientos para la

induccion de diabetes experimental son: pancreatectomia en perros,
induccién con aloxano, induccién con estreptozotocina, induccion con
hormonas, induccién con virus, induccion de deficiencia de insulina con

anticuerpos Yy otros agentes diabetogénicos (31).

La induccidon quimica de diabetes es el procedimiento mas empleado. Las
dosis recomendadas son: aloxano en ratdén, se recomiendan 100 mg/kg
peso del cuerpo (pc) via intra-peritoneal (ip); en ratas se recomiendan 150
mg/kg pc via ip; con Estreptozotocina se recomiendan dosis de 60 mg/kg

pc via ip para raton y rata (31).

a.2) Determinacion de la actividad anti-hiperglucémico; es posible

determinar en modelos animales dado que, si una muestra o producto es
capaz de prevenir la hiperglucemia post-prandial, a fin de evitar que los
niveles de glucosa en sangre se incrementen a concentraciones
peligrosas. Basicamente consiste en inducir un estado diabético a través
de un agente quimico al modelo animal y aplicar a distintas
concentraciones la muestra antes de recibir una carga de carbohidratos y
medir los niveles de glucosa en sangre para verificar si se logré impedir
un incremento de glucosa en el organismo. Para estos ensayos se utiliza

normalmente la sucrosa como fuente de carbohidratos (32-34).

Ensayos in vitro

b.1) Inhibicidon de a — amilasa: necesita de tres recursos primordialmente;

enzima (a-amilasa), sustrato (almidon) y tratamiento (muestra, producto a

probar). El procedimiento mas usado es el del &cido 3,5-dinitrosalicilico
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(DNS), este reactivo funciona interrumpiendo la reaccion enzima-sustrato,
ademas funciona como un indicador (amarillo a naranja), el producto de
la reaccion se calienta a 95°C; a mayor intensidad de color mayor
liberacion de producto por lo tanto mayor actividad enzimatica. De esta
forma es posible medir la actividad de la enzima indirectamente. Es
importante conceder las condiciones correctas para realizar el ensayo
segun los requerimientos de la enzima, por lo cual la reaccion, la
suspension enzimatica y la solucion del sustrato se realizan en una
solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 100 mM pH 6,9 (35). Los
tratamientos se suspenden en la misma solucién amortiguadora y correr

un tratamiento control.

b.2) Inhibicibn de o — glucosidasa: necesita de tres recursos

primordialmente; enzima (a-glucosidasa), sustrato (almidén) y tratamiento
(muestra, producto a probar). En este caso como la a-glucosidasa
hidroliza azucares mas simples, el sustrato requerido para la prueba debe
ser algun disacarido u oligosacarido. El ensayo mas usado para
determinar la capacidad de alguna muestra para inhibir a-glucosidasa in
vitro, es el procedimiento donde se utiliza p-nitrofenil a-D-glucopiranosido
(PNPG) como sustrato. Al ser un sustrato cromogénico, la actividad de la
enzima se prueba presentdndose una coloracién amarilla (p-nitrofenol) en
la mezcla de reaccién, a mayor coloracion mayor actividad enzimatica
(36).

Las concentraciones de las muestras probadas y los porcentajes de
inhibicién, se analizan en un paquete estadistico, a fin de determinar la
concentracion inhibitoria 50 (ICso) (36).

1.3. Definicién detérminos basicos

Metabolito secundario: compuestos quimicos sintetizados por las plantas que

cumplen funciones no esenciales en ellas, por lo que su ausencia no es peligrosa

para el organismo, a diferencia de los metabolitos primarios (37).
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Concentracion inhibitoria 50 (ICso): es una medida cuantitativa que indica la
cantidad de una sustancia en particular (por ejemplo, un farmaco) que se
necesita para inhibir, in vitro, un proceso biolégico o componente bioldgico
determinado en un 50 % (38).

Alfa glucosidasa: conocida como a-1,4-glucosidasa, es una enzima codificada
por el gen GAA esencial para el catabolismo de glucogeno a glucosa en los

lisosomas (39).
Acarbosa: es un farmaco inhibidor enzimatico de las alfa-glucosidasas

intestinales, que se emplea, por su efecto retardante de la absorcion de glucosa,

como elemento coadyuvante en el tratamiento de la diabetes mellitus (40).
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CAPITULO IIl: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacién de hipotesis

Hi: De los metabolitos secundarios presentes en los extractos etandélicos de hojas
y corteza de S. mombin Linn y hojas de A. lanceolata (Benth.) Schinz al menos

uno presenta actividad inhibitoria sobre a - glucosidasa.

2.2. Variables y su operacionalizacién

Variable independiente
Metabolitos secundarios: sustancias quimicas producto del metabolismo de
plantas superiores, como son polifenoles totales, flavonoides, antocianinas,

catequinas, alcaloides, saponinas presentes en los 6rganos del vegetal.

Indicador: polifenoles totales, flavonoides, antocianinas, catequinas,

alcaloides, saponinas.

indice: mg/100g.

Variable dependiente

Actividad inhibitoria: accién de disminuir los niveles de glucosa en el lumen
intestinal y por ende en el plasma, por la administracion de sustancias con
capacidad inhibitoria.

Indicador: capacidad de inhibicion.

indice: %, ug/mL.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tipo por su

Categorias

Valores de las

Variable Definicion operacional Indicador | Escala de Medio de
. L categorias L
Independiente naturaleza medicion g verificacion
_ polifenoles
Producto con diversos compuestos
o ) B totales,
quimicos, extraido por maceracion de )
_ _ . flavonoides,
Metabolitos las especies vegetales en estudio, o o
_ _ Cuantitativa |antocianinas, i _
secundarios filtrado, evaporado (solvente) _ Razon Hoja de reporte
_ catequinas, _
llevado hasta sequedad, la misma _ analitico
_ alcaloides,
gue es evaluada experimentalmente. )
saponinas.
Variable L _ Tipo por su _ Escala de Medio de
_ Definicion operacional Indicador o Categorias | Valores de las o
dependiente naturaleza medicion verificacion
categorias
% de Con actividad >50%
Proceso que permite la evaluacion in hihicid )
. N . o o inhibicion Sin actividad <50% Hoja de reporte
Actividad inhibitoria [vitro de  especies terapéuticos| Cuantitativa Razon it
analitico
potenciales, sobre la hiperglicemia.
ug/mL
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1 Disefio metodolégico

Tipo de estudio: experimental, porque se recopil6 y analizé los datos obtenidos
de distintas fuentes con intervencion del investigador, se controld
deliberadamente las variables para delimitar relaciones entre ellas a fin de medir

los resultados de manera concluyente.

Disefio: analitico, porque se busco correlacion de las diferentes concentraciones
con la actividad inhibitoria. El area de estudio se llevo a cabo en el Laboratorio
de Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana, ubicada en calle Pevas 5ta cuadra de la

ciudad de Iquitos, capital del Departamento de Loreto.

3.2 Disefio muestral

La poblacion de estudio estuvo constituida por aproximadamente dos kilogramos
de los 6rganos (hojas y corteza) de dos especies vegetales, muestreadas por
conveniencia en el centro poblado de Quistococha (3°49°8" S 73°19°563" O),
cuidando de seleccionar el material vegetal que esté en buen estado de
conservacion, siendo el tamafio de la muestra seca de estudio 7 gramos de hojas

y corteza de S. mombin Linn y hojas de A. lanceolata (Benth.) Schinz.
3.3. Procedimiento de recoleccion de datos
A) Obtencién de la muestra vegetal
a.1l) Recolecta de especies vegetales: utilizando las herramientas adecuadas
como tijeras podadoras, se cortd suficiente cantidad hojas y corteza de

las especies vegetales a ser estudiadas y se depositaron en sobres de

manila debidamente rotulados hasta su llegada al laboratorio.
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a.2) Preparacion y limpieza de muestras vegetales: una vez que las muestras
del material vegetal llegaron al laboratorio, se limpiaron las hojas,
cortezas y se cortaron en pequefios fragmentos. Al mismo tiempo se
realizd una seleccién de hojas y cortezas en buen estado de cada una

de las especies vegetales para su identificacién y certificacion.

a.3) Certificacion de la especie vegetal: se realiz6 en el Herbarium
Amazonense de la Universidad Nacional de Amazonia Peruana — UNAP
entidad que emiti6 la constancia con su respectivo cédigo de

identificacion de la especie vegetal (Anexo 1).

a.4) Secado y micropulverizado de las muestras vegetales: una vez limpia las
muestras, se trasladé a un ambiente de secado con una temperatura de
40 °C por una semana. Después del secado de las muestras, se realizé
la molienda, quedando las muestras en polvo de material vegetal
(micropulverizada). El pulverizado se guardo6 en frascos de color ambar

para su posterior uso en los diferentes ensayos.

B) Obtencion de extractos

Se peso 7 g de material vegetal, se agregé 100mL de etanol 96°. Después, se
sometié a maceracion por 7 dias. Posteriormente, el extracto macerado se
filtr6 en una bomba al vacio; luego se concentré en equipo rota vapor a 40° C
a 40 rpm. El extracto obtenido en el rotavapor, se coloc6 en una estufa a 40°C
hasta sequedad y posteriormente refrigerado para su uso en los respectivos

ensayos (41).

C) Preparacion de soluciones

c.1) Solucion a-Glucosidasa 0,24U/mL
100 Ul (unidades internacionales) de la enzima (Sigma Aldrich G5003-
100UN) se disolvio en 1 mL de buffer fosfato pH=6,5. De esta disolucion
se extrajo 5 ul y se agrego a la misma 1995 mL de buffer fosfato para

obtener la concentracién final. Se llevo a refrigeracién a 4 °C.
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c.2) Solucidn p-nitrofenil-o—D-glucopiranosido 5 mg/mL 0,1M
Se pesé 5 mg de p-nitrofenil-o—D-glucopiranosido (Sigma Aldrich N 1377-
1G) y 1 mL de agua milipore. En un vial se mezclé por inversion

suavemente hasta homogeneizar y se llevo a refrigeracion.

c.3) Solucion Acarbosa 1000 pg/mL
Se pes6 1 mg de Acarbosa (Sigma Aldrich A8980-1G), se adiciondé 1 mL
de agua millipore. Luego, en un vial se mezcld por inversion y diluy6 a las
concentraciones de 100 pg/ mL, 250 pug/mL y 500 pg/ mL. Se almaceno a
4°C.

c.4) Solucion de Na2CO3 0,2 M
En una probeta 50 mL se mezclé 1,05 g. del reactivo de Na2COs, luego se

enrazo el total del volumen con agua millipore.

c.5) Solucion Buffer fosfato pH=6,5
En una fiola de 500 ml se pesé 7,8 g de reactivo y se enrazo el total de

volumen con agua millipore. Se adiciono HCI para ajustar el pH=6,5.

c.6) Solucion muestra 1000 pg/ mL
En unvial se pes6 1 mg de extracto y se diluyé en 1 mL de agua millipore,
a partir de esta solucién madre, se prepararon las soluciones de trabajo a

concentraciones de 100 pg/ mL, 250 pg/ mL y 500 pg/ mL.

D) Actividad inhibitoria

Se prepararon 12 tubos de ensayo de 100 x 10 mm previamente autoclavados
y rotulados. Por cada especie vegetal se utilizaron 4 tubos de ensayo y a cada
uno de ellos se coloco diferentes volimenes de solucion buffer fosfato pH=6,5
(375 pl, 350 pl, 325 pl y 300 pul respectivamente); se adicion6 125 uL de
solucion sustrato p-Nitrofenil a-D-glucopiranosido a 5 mg/mL 0,1M; 50 pL de
especie vegetal (inhibidor colocado s6lo al tubo 3 ytubo 4) a concentraciones
de 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL y 1000 pg/mL. Después, se pre

incubaron en bafio maria a 37°C por un tiempo de 5 minutos. Posteriormente,
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E)

se adicion6 25 pL 0,24 UImL de la solucién enzimatica, luego se incubaron
en bafo maria por 15 minutos a 37°C, esta mezcla se agitd suavemente.
Finalmente, se adicion6 500 puL a 0,2 M de solucion Na:COsz y se
homogeneizo.

Luego, esta solucién se llevd al espectrofotometro (GENESYS S10) para
realizar la lectura a una absorbancia a 400 nm. El blanco de los estandares
de la solucién hay ausencia de solucion enzimatica y el control positivo
presenta acarbosa (ver anexo 2).

El porcentaje de inhibicion se calculé de acuerdo a los datos obtenidos en la

Hoja de reporte analitico (ver anexo 6)y llevd con la siguiente formula:
B
[1 = ()1x100%

Doénde: A es la absorbancia en ausencia de muestra y B es la absorbancia en presencia
de la muestra.

Los valores del porcentaje de inhibicion de a-glucosidasa se utilizaron para
calcular el ICso de los extractos. El valor de ICso corresponde a la cantidad de

extracto utilizado para inhibir el 50% de la enzima a-glucosidasa.

Determinacién de metabolitos secundarios

Cuantificacion de compuestos fendlicos: se utilizaron las técnicas
espectrofotométricas de UV/Nis descritos por Valls et al. (42), proceso descrito

en el Anexo 7.

Preparacion del extracto: se pesaron 05g de muestra seca Yy
micropulverizada, se extrajeron sucesivamente con 3 volimenes de 25 ml de
etanol absoluto acidulado con un 1% de acido férmico. El extracto se evaporo
hasta sequedad en estufa a 40 °C. El residuo seco se re disolvidé en una
solucion de metanol al 50% acidulado con un 1% de &cido férmico, llevado a

un volumen de 10 ml. Se guardd de 2-8 °C hasta su posterior analisis.

e.1 Determinacion de polifenoles totales: se realizd la medida del indice de
Folin, para lo cual se trataron 40 pl de muestra (preparacion del extracto)
con 0,5 mL de reactivo de Folin- Ciocalteau y 2 mL de carbonato sédico

al 20% (p/v) y se llevaron a 10 mL. Transcurrida media hora, se efectuo
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la lectura de absorbancia a 765 nm. Para establecer el calibrado, se
utilizaron patrones de acido géalico de concentraciones entre 0 — 1,000
mg/L (42) (ver Anexo 7).

e.2 Determinacidénde antocianinas yflavonoides totales: Delextracto obtenido, se
efectud la determinacién de antocianinas a una absorbancia de 535 nm

y para los flavonoides se realizd la lectura a 374 nm (42) (ver Anexo 7).

e.3 Determinacion de catequinas y proantocianidoles: se aplico el ensayo de
la vainillina, se mezclaron 0,5 mL del extracto con 1,25 mL de vainillina
en metanol 1% ( p/v) y con 1,25 mL de acido sulfirico 25% (v/v) en
metanol. El blanco se prepard simultaneamente del mismo modo, pero
sustituyendo la solucion de vainilina por metanol. Se efectud la lectura
de absorbancia a 510 nm pasados 15 minutos. Se determinan mediante
la ecuacion de la curva de calibracion estandar Y= 0,04651X + 0,03283
y coeficiente de determinacion (R?) de 0,9964. Para cada lectura se usé

como control metanol grado analitico (42) (ver Anexo 7).

e.4 Analisis de alcaloides: Los materiales vegetales (5g) micropulverizadas
se sometieron a extraccion continua con metanol durante 24 H en
equipo soxhlet. El extracto se filtr6 y se evaporé el metanol en un
evaporador rotatorio al vacio a una temperatura de 45 °C a sequedad.
E ste residuo se disolvié en HCI 2 N y después se filtr6. Un mL de esta
solucién se transfirio a un embudo de separaciony se lavo con 10 mL
de cloroformo (3 veces). El pH de esta solucion se ajusté a neutro con
0,1IN NaOH. Se afiadieron 5 mL de solucién de verde bromocresol (BCG)
y 5 mL de tampoén fosfato a esta solucion. La mezcla se agitd y el complejo
formado se extraera con 1, 2, 3, y 4 mL de cloroformo por agitacion
vigorosa. Los extractos se recogieron en un matraz aforado de 10 mL. La
absorbancia del complejo en cloroformo se midié a 470 nm (43) (ver anexo
8).

e.5 Analisis de saponinas: se hizo la adiciébn del reactivo de Lieberman-
Burchard (LB) para formar productos coloridos al reaccionar con

saponinas. El reactivo LB consiste en una mezcla al 16,7 % de anhidrido
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acético en acido sulfirico concentrado. Inicialmente se elabordé una curva
de calibracion a bsorbancia vs. concentracion utilizando un estandar. Para
esta curva se prepararon soluciones a las siguientes concentraciones: 0,00;
0,05; 0,1; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35 mg/m, de cada concentracion se
prepararon 2 mL, a los cuales se adicionaron 7 mL del reactivo de LB, se
agito 20 s conunvortex y se dejo en reposo 30 min. Finalmente se determino
la longitud de onda de la maxima absorcion (A max) para realizar las
lecturas posteriores en el espectrofotometro, se realizd un barrido con el
estandar. (La A max, de saponinas de quinua es de 528 nm) y a esta longitud
de onda se realizaron las mediciones para la curva de calibracion y
posteriormente para las muestras seleccionadas. A partir de la curva de
calibracion se pudo cuantificar el porcentaje de saponinas presentes encada

muestra evaluada (44) (ver anexo 9).

3.4. Procesamiento y analisis de la informacién

Los datos obtenidos fueron presentados en gréafico y tablas. Luego, se aplicé
analisis de varianza para conocer si existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de estudio. Posterior a ello, se aplicd la prueba
estadistica HSD Tukey para comparaciones mlltiples entre los grupos -

porcentaje de inhibicion.

3.5. Aspectos éticos

Las especies vegetales utilizadas en la presente investigacién, no causaron
ninguna alteracion en el ecosistema, ni se atentd contra la especie, ya que son
plantas de rapida reproduccién y regeneracion de tejidos y solo se utilizé en

cantidades minimas (02 kg) por cada muestra.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Metabolitos secundarios

Tabla 1. Compuestos fendlicos presentes en hojas y corteza de S. mombin Linn

y hojas de A. lanceolata (Benth.) Schinz

Especies en Organo Fenoles Totales Flavonoides  Antocianinas  Catequinas
estudio vegetal mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g
S. mombin Linn hojas. 29898, 67 18,807 4,303 0,004
S. mombin Linn corteza 50263,19 34,622 14,993 0,005
A. lanceolata hojas
25369, 57 15,018 6,930 0,004

(Benth.) Schinz

En la tabla 1 se muestra los valores obtenidos de compuestos fendlicos
presentes en hojas y corteza de S. mombin Linny hojas de A. lanceolata (Benth.)
Schinz; siendo la corteza de S. mombin Linn la que presentd la mayor

concentracion.

Tabla 2. Contenido de alcaloides presentes en hojas por cada una de las

especies vegetales

_ Organo Alcaloides
Especie vegetal
vegetal mg/100g
S. mombin Linn. hojas 43,68
S. mombin Linn corteza 47,40
A. lanceolata (Benth.) Schinz hojas 14,24

En la tabla 2, donde se muestra que la corteza de S. mombin Linn presento el
mayor contenido de alcaloides, seguido de las hojas y finalmente con el menor

contenido las hojas de A. lanceolata (Benth.) Schinz.
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Tabla 3. Contenido de saponinas presentes en hojas por cada una de las

especies vegetales evaluadas

. Organo vegetal Saponinas
Especie vegetal
mg/100g
S. mombin Linn. hojas 118,97
S. mombin Linn. corteza 225,66
A. lanceolata (Benth.) Schinz. hojas 119,74

En la tabla 3 se observa que la cortezade S. mombin Linn obtuvo el mayor valor

en contenido de saponinas.

4.2 Actividad inhibitoria

100.00
00.00
B0.00 75.30
70,00 6280

56.76
50.00 5224

50.00 4507 4456
£0.00 380 4247
: 2338 197
30.00 2160
935 0.6
10.00 I l
0.00 .
100 0 500

25

% de Inhibicion

Concentraciones evaluadas (ug/mlL)

B Hojas ubos W Cortezauwbos W Hojas lancetilla Acarbosa

Figura 4. Porcentajes de inhibicion entre los grupos de estudio por cada

concentracion evaluada

En la figura 4, se muestran las diferentes concentraciones evaluadas tanto del

control positivo (acarbosa) como de las sustancias experimentales; las mismas
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gue ninguna supero el poder inhibitorio del control. Sin embargo, el extracto de

la corteza de S. mombin Linn“ubos” presentd el mayor % de inhibicion.

Tabla 4. Descriptivos de los grupos de estudio — porcentaje de inhibicién

95% del intervalo de
Desviacia confianza para la
Grupos de estudio Media “esViacion media Minimo Méaximo
estandar o o
Limite Limite
inferior  superior

S. mombin Linn—

) 37,03 15,36 12,58 61,47 15,68 51,91
hojas
S. mombin Linn —
48,12 12,77 27,80 68,45 32,38 62,80
corteza
A. lanceolata
(Benth.) Schinz — 23,91 16,62 -2,55 50,36 9,35 43,45
hojas
Acarbosa 49,66 22,49 13,87 85,44 21,60 75,30

Fuente: elaboracion propia

En tabla 4, segun los resultados de los descriptivos de estudio, se observa para
A. lanceolata (Benth.) Schinz — hojas una media menor en porcentaje de
inhibicién; mientras que Acarbosa (control positivo) obtuvo mayor media en

porcentaje de inhibicion y desviacién estandar.

Tabla 5. Prueba de normalidad de los datos segun grupo de estudio — porcentaje

de inhibicion
Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig.
Porcentaje Inhibicién 0,969 16 0,820

Fuente: elaboracion propia

En la tabla 5, se observa que todos los grupos presentan normalidad, luego de

comparar el valor de la significancia con el valor de a = 0,05 (5%) aplicando la
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prueba de Shapiro — Wilk. El analisis de normalidad nos permite realizar pruebas

parametricas.

Tabla 6. Prueba de homogeneidad de varianzas — porcentaje de inhibicion

Estadistico
de Levene dfl df2 Siq.
0,527 3 12 0,672

Fuente: elaboracién propia

En la tabla 6, se muestra los resultados de la prueba de homogeneidad de
varianzas, determindndose que dichas muestras presentan varianzas

homogéneas con un valor sig =0,672.

Tabla 7. Andlisis de varianza de grupos de estudio - porcentaje de inhibicion

Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1706,336 3 568,779 1,926 0,179
Dentro de grupos 3544 745 12 295312
Total 5250,078 15

Fuente: elaboracion propia
En la tabla 7, se determind que sig.=0,179 siendo mayor que 0=0,05. Se

concluye que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos

de estudio segun el porcentaje de inhibicion.
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Tabla 8. Comparaciones mdltiples entre los grupos - porcentaje de inhibicion

HSD Tukey
95% de intervalo de
confianza
() Grupode (J) Grupode Diferenciade Desv. Limite Limite
studio estudio medias (I-J) Error Sig. inferior  superior
S. mombin S. mombin
. . . -11,095 12,151 0,798 -47,171 24,981
Linn—hojas Linn - corteza
A. lanceolata
(Benth.) Schinz 13,120 12,151 0,708 -22,956 49,196
— hojas
Acarbosa -12,628 12,151 0,731 -48,704 23,445
S. mombin S. mombin
. ) ) 11,095 12,151 0,798 -24,981 47,171
Linn - corteza Linn - hojas
A. lanceolata
(Benth.) Schinz 24,215 12,151 0,244 -11,861 60,291
— hojas
Acarbosa -1,533 12,151 0,999 -37,609 34,544
A. lanceolata S. mombin
) . -13,120 12,151 0,708 -49,196 22,956
(Benth.) Linn — hojas
Schinz - hoj S. mombin
chinz -hojas = 24215 12,151 0244 -60,291 11,861
Linn — corteza
Acarbosa -25,748 12,151 0,202 -61,824 10,329
Acarbosa S. mombin
] ) 12,628 12,151 0,731 -23,449 48,704
Linn— hojas
S. mombin
. 1,533 12,151 0,999 -34,544 37,609
Linn — corteza
A. lanceolata
(Benth.) Schinz 25,748 12,151 0,202 -10,329 61,824

— hojas

La prueba HSD Tukey (prueba que se aplica cuando las varianzas de los grupos

son homogéneas) encontrandose que el grupo S. mombin Linn - hojas produce

diferente porcentaje de inhibicién respecto a S. mombin Linn - corteza, A.

lanceolata (Benth.) Schinz - hojas y Acarbosa con valores de sig = 0,798; sig =

0,708; sig= 0,731 respectivamente; el grupo S. mombin Linn - corteza produce

diferente porcentaje de inhibicion respecto S. mombin Linn — hojas; A.

lanceolata (Benth.) Schinz — hojas y Acarbosa con valores de sig = 0,798; sig=

0,244 y sig = 0,999. Asimismo, el grupo A. lanceolata (Benth.) Schinz - hojas

25



produce diferente porcentaje de inhibicidén respecto a S. mombin Linn — hojas y
corteza; Acarbosa con sig = 0,708; sig= 0,244 y sig= 0,202. En conclusion, el
producto Acarbosa produce porcentaje de inhibicién diferente al grupo S.

mombin Linn — hojas, corteza y A. lanceolata (Benth.) Schinz - hojas.

Tabla 9. ICso por cada grupo de estudio

Grupos de estudio Organo vegetal ICs0

S. mombin Linn hojas 898,68 ug
S. mombin Linn corteza 421,92 ug
A.lanceolata (Benth.) Schinz  hojas 1500,00 ug
Acarbosa 356,80 ug

La Tabla 9 evidencia que S. mombin Linn - corteza mostré un ICs0=421,92 ug, lo
que nos indica que a esta concentracion produce actividad inhibitoria sobre la o-
glucosidasa, en comparacién con S. mombin Linn - hojas con un IC50=898,68 ug
y A. lanceolata (Benth.) Schinz — hojas con un ICs0=1500,00 ug. En cambio, el

control positivo Acarbosa obtuvo menor IC50=356,80 ug lo que demuestra que es

el de mejor actividad inhibitoria.
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CAPITULO V: DISCUSION

Uno de los aspectos mas interesantes de la investigacion de farmacos es
conocer su composicién quimica general mediante métodos analiticos quimicos.
Los experimentos con plantas comienzan con la extraccion de metabolitos que
se disuelven en el citoplasma de las células vegetales o forman sales que se

adhieren a las células (45).

El género Spondias presenta una diversidad de especies, las mismas que son
utiizadas de forma etnomedicinal para el tratamiento de diabetes. La
cuantificacion de compuestos fendlicos, alcaloides y saponinas obtenidas en el
presente trabajo para la especie vegetal S. mombin Linn se muestran en las
Tablas 1, 2 y 3 respectivamente. Todos estos valores en metabolitos secundarios
referidas a S. mombin, guardan relacién con la actividad inhibitoria obtenida, ya
que a 1000 ug/mL presentd un 62,80% para corteza y un 51,91% para hojas.
Estos resultados guardan relacion con el trabajo de Ajiboye et al. (7) quienes
determinaron que a dosis bajas S. mombin modul6 las capacidades de
manipulacion de glucosa de las ratas diabéticas y que la actividad inhibitoria de
S. mombin actla a través de un mecanismo similar a la insulina. También guarda
relacién con el estudio de Pifia et al. (9) quienes identificaron en las hojas de S.
mombin taninos, fenoles, saponinas, cumarinas, flavonoides, alcaloides,
quinonas, triterpenos, esteroles y azlcares reductores; mientras que en los
extractos de corteza identificaron: taninos, fenoles, cumarinas, flavonoides,
saponinas, alcaloides y azlcares reductores, demostrando que la presencia de

metabolitos secundarios se relaciona con su actividad farmacologica.

Asimismo, el presente trabajo concuerda con los resultados del estudio de
Adediwura et al. quienes identificaron una fraccion inhibidora de las hojas de S.
mombin sobre a-amilasa; ademas, demostraron por primera vez la actividad

inhibidora sobre a-amilasa del 3-B-olean-12-en-3-yl (92Z)-hexadec-9-enoato (11).

Referente a la especie vegetal Alternanthera lanceolata (Benth.) Schinz,
nuestros resultados guardan relacion con la investigacion de Arellano et al. (8)

quienes por tamizaje fitoquimico detectaron la presencia de compuestos
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https://www.journalijar.com/search-result/?author=Ajiboye%20Kolawole

fendlicos, flavonoides y glicésidos en el extracto etandlico de las hojas. Ademas,
concuerda con los resultados de Ramos et al. (10) quienes revelaron la
presencia de flavonoides, triterpenos y esteroides, compuestos fendlicos y
taninos, catequinas, saponinas, compuestos grasos Yy principios amargos y

astringentes en las hojas.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

1. La valoracién obtenida de los metabolitos secundarios presentes en hojas
y corteza de S. mombin Linn y hojas de A. lanceolata (Benth.) Schinz,
evidencian que la corteza de S. mombin Linn obtuvo las mayores

concentraciones.

2. En la actividad inhibitoria, ningun extracto superé al control positivo
acarbosa; sin embargo, de las sustancias en experimentacion, el extracto
de la corteza de S. mombin Linn present6 el mayor porcentaje de inhibicion
seguido del extracto de las hojas de la misma especie y finalmente del

extracto de las hojas de A. lanceolata (Benth.) Schinz.

3. La corteza de S. mombin Linn mostré un ICs50=421,92 ug, frente a la
ICs0=356,80 ug de acarbosa (control positivo); lo que indica que a esta
concentraciéon siendo una mezcla de sustancias produce actividad
inhibitoria sobre la a-glucosidasa bastante cercana a la actividad
inhibitoria de la acarbosa que es una sustancia pura. Una menor inhibicion
presentd las hojas de S. mombin Linn (IC5=898,68 ug) y las hojas de A.
lanceolata (Benth.) Schinz (ICs50=1500,00 ug).
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Que, se efectlen estudios de los otros 6rganos de la especie estudiada a fin de

determinar su potencial inhibitorio sobre la alfa glucosidasa.

Es necesario se realicen estudios de toxicidad de la especie vegetal S. mombin

Linn, para determinar la seguridad e inocuidad de los extractos.

Que se continle con el presente estudio en modelos in vivo, a fin de poder

establecer el potencial farmacoldgico para el tratamiento de la diabetes.
Que se continue con el fraccionamiento y aislamiento de los compuestos

presentes en el extracto etandlico de la corteza de S. mombin Linn “ubos” y que

se evalué la actividad inhibitoria de los mismos sobre la a-glucosidasa.
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ANEXOS

Anexo 1. Constancia de certificacion de la especie vegetal

Centro de Investigacion de

'U NAP Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.° 005-2022-AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, las muestras boténicas presentada por SALLY TELLO LOPEZ y KARY JACQUELINE TUESTA RIiOS
bachilleres de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, pertenecen a la tesis de pre grado titulado
“METABOLITOS SECUNDARIOS Y ACTIVIDAD INHIBITORIA DE HOJAS Y CORTEZA DE Spondias
mombin L. Y HOJAS DE Alternanthera lanceolata (Benth.) Schinz SOBRE a-GLUCOSIDASA”. Estas
muestras han sido DETERMINADAS en este Centro de Investigacién y Ensefianza Herbarium
Amazonense - AMAZ - CIRNA - UNAP como se indica a continuacién:

N | Familia Especie Nbrt e
1 | ANACARDIACEAE | Spondias mombin L

{2 | AMARANTHACEAE | Alternanthera lanceolata (Benth.) Schinz

e m: )@m@ los mil veintidés, se expide la presente constancia a las interesadas

Jgniars,
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Anexo 2. Esquema del ensayo de la actividad inhibitoria

Tubo de Tubo de Tubo de Tubo de
ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3 ensayo 4
p-Nitrofenil o-D- 125 pl 125 ul 125 ul 125yl
glucopiranosido
Inhibididor 50 pl 50 ul
(muestra
problema)
Buffer fosfato 375 pl 350 pl 325 ul 300 pl
Pre incubacion a 37°C por 5 min
Enzima a - 25 pl 25 pl
Glucosidasa
0,24U/ml
Incubacién a 37°C por 15 min
Na2CO3 0,2 M 500 pl 500 pl 500 ul 500 ul

Leer las absorbancias a 400 nm
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Anexo 3. Lectura em espectrofotdmetro UV-visible

37

Anexo 4. Cubetas con muestra, después de lectura en el espectrofotometro



Anexo 5. Filtrado de muestra para determinacion de metabolitos secundarios
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Anexo 6. Hoja de reporte analitico

Grupo(s)

Concentraciones
(ug/mL)

Longitud de

onda A

Abs

R1

R2

R3

100

250

500

1000

400 nm

100

250

500

1000

400 nm

100

250

500

1000

400 nm

Leyenda: ABS=Absorbancia
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Anexo 7. Flujograma de la cuantificacion de compuestos fendlicos

[ Preparacion del extracto ]

!

/Pesar 0,5 g de muestra, extraer con\

etanol absoluto acidulado con un
1% de acido férmico. Evaporar el
extracto a sequedad. El residuo
seco se redisuelve en una solucién
de metanol al 50% acidulado con
un 1% de &cido férmico, llevado a
Qn volumen de 10 ml.

/

v

v

20%

lectura de absorbancia a 700 nm.

N

/Polife noles totales: tratar 40 pl del\
extracto con 0,5 mL de reactivo de
Folin y 2 ml de carbonato sddico al
(pv), y llevar a 10 ml.
Transcurrida media hora, efectuar la

/

para los antocianos, realizar

para los flavonoides a 374 nm.

N\

Antocianos y flavonoides totales:
la
lectura de absorbancia a 535 nm vy

J

/Catequinas y proantocianidoles:
mezclar 05 ml del extracto con
1,25 ml de vainillina en metanol
(1%, p/v) y con 1,25 ml de acido
sulfdrico 25% (v/v) en metanol.
Pasados 15 minutos, efectuar la
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Anexo 8. Flujograma de la cuantificacion de Alcaloides

5g + MeOH Secar en estufa Redisolver el
Extraccion continua x ad5°C. extracto con
24 hrs (Equipo Soxhlet) HCI 2 N

Lavar tres veces Filtrar
con 10 mL de

cloroformo

l

Solucién
lavada

1 mL del
filtrado

Ajustar el pH a neutro (NaOH
0,1N.)

Anadir 5 ml de BCG + 5 ml
de tamp6n de fosfato.

Agitar y extraercon 1, 2,3y 4mL
de cloroformo por agitacion.

l

Recoger el extracto en fiolas de 10 J

mL y enrasar con cloroformo.

1

[ Leer la absorbanciaa 700 nm. ]
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Anexo 9. Flujograma de la cuantificacion de saponinas

Preparacion del extracto: Macerar
1 g de la muestra seca vy
micropulverisada en 20 ml de
etanol al 50% por 72 horas, filtrar.

l

En un tubo de
ensayo.
Reposar por 30
min.

Anadir 0.6 mLdel
extracto+ 1 mL del
reactivo LB.

A

l

[ Leer la absorbancia a 528 nm. ]
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