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RESUMEN EJECUTIVO

La Diabetes mellitus es una enfermedad crdnica que afecta a gran parte de la poblacion
mundial. El principal sintoma de la diabetes es el desarrollo de niveles elevados de
glucosa en sangre (hiperglucemia) que desencadena un desequilibrio en el organismo
y produce patologias secundarias asociadas al estrés oxidativo generado por este
desorden metabdlico. En dicho contexto, este proyecto de investigacion fue planteado
con el objetivo de evaluar la capacidad antioxidante e hipoglucemiante de las hojas de

Marco, Quishuar, Cedron y Capuli.

Se inicio con la obtencion de los extractos mediante maceracion e infusion obteniendo
rendimientos en un rango de 10.3 y 18.30 por ciento, posteriormente se realizo la
caracterizacion del perfil fitoquimico de cada una de las especies vegetales a través de
pruebas cualitativas para determinar la presencia o ausencia de metabolitos como
alcaloides, cumarinas, carbohidratos, fenoles, triterpenos, flavonoides, saponinas,
resinas, aminoacidos libres y antocianinas. Asi mismo se realiz6 una determinacion
cuantitativa del contenido de fenoles y flavonoides totales. La capacidad antioxidante
fue evaluada mediante el ensayo de captacion de radicales libres utilizando el 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) obteniéndose porcentajes de inhibicion del radical
libre de entre 65.40 y 84.61 por ciento. Finalmente, se realizé el ensayo de inhibicion
de alfa-amilasa para determinar la capacidad hipoglucemiante, donde los porcentajes

de inhibicién oscilaron entre 19.35 y 48.95 por ciento.

Los resultados de este estudio pueden servir como base para futuras investigaciones
enfocadas en el desarrollo de formulaciones farmacéuticas alternativas basadas en
plantas medicinales que puedan servir como tratamiento para la hiperglucemia

producida por la diabetes.

Palabras clave: Diabetes mellitus, tamizaje fitoquimico, metabolitos, antioxidantes,

hipoglucemiante, alfa-amilasa.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disease that affects a long part of de world population.
The main symptom of diabetes is high blood glucose levels (hyperglycemia), which
triggers an imbalance in the body, producing secondary pathologies associated with
oxidative stress generated by this metabolic dissorder. This research project aimed to
evaluate the antioxidant and hypoglycemic capacity of Marco, Quishuar, Cedrén and

Capuli leaves.

The extracts were obtained through maceration and infusion, yielding between 10.3
and 18.30 percent. The phytochemical profile of each plant species was characterized
through qualitative tests to determine the presence or absence of metabolites such as,
alkaloids, coumarins, carbohydrates, phenols, triterpenes, flavonoids, saponins, resins,
free amino acids, and antocyanins. Quantitative determinations of total phenols and
flavonoid content were also conducted. The antioxidant capacity was evaluated using
the free radical scavenging assay with 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH),
resulting in the percentajes of free radical inhibition between 65.40 and 84.61 percent.
Furthermore, the alpha-amylase inhibition assay was performed to determine
hypoglycemic capacity, with inhibition percentajes ranging from 19.3 to 48.95

percent.

This study results can serve as basis for future research focused on using medicinal
plants to create pharmaceutical formulations as an alternative treatment for

hyperglycemia caused by diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, phytochemical screening, metabolites, antioxidants,

hypoglycemic, alpha-amylase.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO
1.1  Antecedentes investigativos

1.1.1 Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus (DM) es un desorden metabodlico caracterizado por presentar
niveles elevados de glucosa en sangre. En los Gltimos afios el nimero de personas con
DM se ha incrementado constantemente, en el afio 2019 se reportd un 9.3% (463
millones) de personas con DM en el mundo y se espera que para el afio 2045 esta cifra
ascienda a 10.9% (700 millones) (FID, 2019).

Existen 2 principales subtipos de la diabetes, Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) y
Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), siendo la DM tipo 1 la que abarca el 5% de casos,
mientras que la DM tipo 2 comprende el 95% (Liu et al., 2021). En ambos tipos, la
hiperglucemia es un sintoma persistente producido por una deficiencia de insulina,
esta condicion permite el desarrollo de patologias secundarias como dafio ocular,
deficiencia renal, fallo en el sistema nervioso y asi mismo se relaciona con problemas
cardiovasculares, estos ultimos debido a que la DMT2 esta asociada generalmente a
la obesidad (Genuth et al., 2018).

La insulina es una hormona segregada por el pancreas cuya funcion principal es
regular la concentracion de glucosa en sangre de manera que ingrese y se almacene
correctamente en el masculo y tejido adiposo (Figura 1). Ademas, es responsable de
la homeostasis de distintos procesos metabolicos en las células manteniendo un

equilibrio dentro de las mismas (Olivares & Arellano, 2008).



Pancreas humano

\ Islote de
A - Langerhans

Insulina

Figura 1. Esquema general de la produccion de insulina en las células
pancreaticas.

Fuente: (EuroStemCell, 2016)
1.1.2.1  Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1)

En la DMT1 se desencadena un proceso autoinmune en el cual se destruyen las células
B de los islotes pancreaticos y como resultado de ello se produce una deficiencia de
insulina (Warshauer et al., 2020). Este tipo de diabetes se presenta con mayor
frecuencia en nifios y jovenes, sin embargo, pueden existir adultos que poseen DMT1
y han sido diagnosticados erréneamente con DMT2 (Lucier & Weinstock, 2023). La
DMT1 es de tipo genético, pero existen diversos factores ambientales que
incrementan la susceptibilidad del individuo a la enfermedad; estos factores suelen

ser exposicion a virus, microbiota del huésped, dieta, entre otros (Los & Wilt, 2023).

La progresién de la enfermedad ha sido clasificada en 3 etapas. En la primera etapa
se desarrolla el mecanismo autoinmune con niveles de glucosa normales sin la
presencia de sintomas, mientras que en la segunda etapa se origina un deterioro de la
funcionalidad de las células  que produce dificultades en el manejo de la glucosa en

sangre, sin embargo, no se han identifican sintomas de diagnostico clinico.



Finalmente, en la etapa 3 se generan los sintomas asociados como pérdida de peso,

fatiga, poliuria, cetoacidosis diabética (CAD) entre otros (Insel et al., 2015).

1.1.2.2  Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)

En la DMT2 se desarrolla una disminucion en la respuesta a la insulina por parte de
las células (resistencia a la insulina). Para mantener el equilibrio de glucosa en sangre,
se produce una sobreproduccion de insulina, causando que las células musculares y
del tejido adiposo no respondan de igual manera a los niveles normales de glucosa,
provocando que la produccion de insulina empiece a disminuir debido a un deterioro

en las células B del pancreas ocasionando hiperglucemia (Goyal & Jialal, 2023).

Cuando existe un desequilibrio de los niveles de glucosa en sangre, las células [ se
encuentran en constante exposicién a concentraciones elevadas de glucosa, esta
condicion produce un desequilibrio entre la sintesis de enzimas antioxidantes y la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) generando dafio oxidativo y
resistencia a la insulina (Leyva et al., 2020).

La resistencia a la insulina esta generalmente relacionada con el sobrepeso y el
sedentarismo prevaleciendo principalmente en adultos de mas de 45 afios, sin
embargo, se ha vuelto muy comuin en personas de mediana edad, adolescentes y nifios

debido a las condiciones de vida (Sampath Kumar et al., 2019).

1.1.2.3 Tratamientos de la diabetes

1.1.2.3.1 Terapia farmacoldgica

Las terapias farmacologicas se enfocan principalmente en el control glucémico para
mejorar la calidad de vida del paciente, para lo cual existen diversos tratamientos,

entre ellos se encuentran: tratamiento de insulina y administracion de farmacos como



biguanidas, sulfonilureas, tiazolidinedionas, glipitinas, andlogos del péptido similar
al glucagoén 1 (GLP-1), entre otros (Tan et al., 2019).

El tratamiento con insulina se basa en su administracion exdgena por via subcutanea
(Figura 2) para la reduccion de la hiperglucemia postprandial (Warshauer et al.,
2020). En pacientes con DMT1 la terapia es permanente y es necesario establecer el
nivel fisiolégico de insulina del paciente, ademéas se consideran las propiedades
farmacocinéticas y farmacodindmicas del tipo de insulina administrado (Haak et al.,
2019).

Inyeccion de .
insulina

Espacio
extracelular

Capa
subcutanea

Espacio
intracelular

Receptor
de insulina

Liquido
intersticial

v = Insulina O = Glucosa

Luz capilar

Figura 2. Fisiologia de la insulina.

La dosis es liberada en la capa subcuténea, los oligémeros de insulina se fraccionan en monémeros que
atraviesan el endotelio capilar hasta llegar a la circulacion sanguinea. Una vez en la sangre, circula
hasta unirse a un receptor de insulina facilitando la captacion de la glucosa en la célula (Pitt et al.,
2020).

Por otro lado, las biguanidas son un grupo de farmacos que contrarrestan la
hiperglucemia disminuyendo la gluconeogénesis e incrementando la respuesta del
cuerpo a la insulina endogena. Ademas, disminuye la absorcion de glucosa en el

intestino y estimulan la glucdlisis (Padhi et al., 2020).



Asi mismo, el tratamiento con sulfonilureas es aplicado principalmente para la DMT2
ya que en la DMTL no tiene efecto, estos agentes, reducen los niveles de glucosa en
sangre como resultado de la promocién de la liberacion de insulina (Emdin et al.,
2017). El tratamiento con este tipo de farmacos no suele usarse comunmente ya que
puede producir hipoglucemia en pacientes con padecimientos secundarios y de
avanzada edad (Pfeiffer & Klein, 2014).

Existe ademas el tratamiento con tiazolidinedionas que estan enfocadas directamente
en reducir la resistencia a la insulina. Este grupo de farmacos incrementa la
sensibilidad a la hormona a través de la activacién del receptor activado por
proliferador de peroxisoma (PPARY), lo que produce una regulacion de los acidos
grasos, reduccion de los triglicéridos hepaticos y disminucién de la actividad de la

grasa visceral (Lebovitz, 2019).

Ademas, las glipitinas, son inhibidores de la dipeptidilpeptidasa-4 (DPP4), este grupo
de farmacos se encargan de inhibir la enzima dipeptidil-peptidasa-4. Al inhibir esta
enzima se retrasa la inactivacién de incretinas (péptido similar al glucagon 1 (GLP-
1)) y polipéptido inhibidor gastrico (GIP) que son hormonas encargadas de estimular
la sintesis de insulina en las células p pancreaticas. Se ha reportado que estos fArmacos
tienen bajo riesgo de inducir hipoglucemia y no presentas problemas en el control del
peso (Tan et al., 2019).

Los diferentes tratamientos se suministran generalmente de manera oral y son
utilizados para la DMT2 a excepcion del tratamiento con insulina que se administra
via subcutanea o intravenosa. Sin embargo, la mayoria de los tratamientos producen
ciertos efectos secundarios en pacientes, por lo que, el enfoque clinico gira en torno a

encontrar alternativas 6ptimas para los pacientes.



1.1.2.3.2. Terapia no farmacolégica

Ademas de la terapia médica, el estado de salud de los pacientes con DMT1y DMT?2
puede mejorar siguiendo un régimen de dieta e implementando ejercicio a su rutina
diaria. En pacientes con DM el ejercicio aerébico puede mejorar la sensibilidad a la
glucosa y el metabolismo lipidico. Ademaés, permite el aumento de transportadores de
glucosa, mejorando los receptores de insulina en las células del musculo esquelético
y adipocitos (Lu & Zhao, 2020). Asi mismo, mejora la funcion de las células B del

pancreas y disminuye el riesgo de accidentes cardiovasculares (Kanaley et al., 2022).

Ademas, un buen manejo de la dieta en personas que padecen de la enfermedad es
crucial para el control de glucemia, aplicando dietas bajas en carbohidratos o la
denominada dieta cetogénica como posibles alternativas para disminuir el riesgo de
padecer DMT2 y mejorar la calidad de vida de personas que poseen la enfermedad.
Sin embargo, no existe evidencia que este tipo de dietas puedan prevenir el

aparecimiento de la DMT1 o ayudar en su tratamiento (Bolla et al., 2019).

1.1.2 La diabetes y el estrés oxidativo

Los niveles anormales de glucosa en el organismo provocado por la DM generan un
desequilibrio metabolico responsable de una sobreproduccion de ROS, las cuales
inducen dafio celular en la estructura de los tejidos (macromoléculas, lipidos y
proteinas) y aumentan las complicaciones que abarca esta enfermedad (Bhatti et al.,
2017). El medio oxidativo que se presenta en el organismo reduce la sensibilidad a la
insulina de los pacientes, produciendo resistencia a esta hormona y alterando la

tolerancia a la glucosa presente a nivel celular (Rains & Jain, 2011).

En condiciones normales, los islotes pancreaticos de las células B sintetizan insulina
y la almacenan para utilizarse en funcion de los niveles de glucosa en sangre (Leahy
et al., 2010), por lo que, al existir un aumento de estos niveles se necesita

constantemente liberar una mayor cantidad de esta hormona, provocando el deterioro



de las células B pancredticas y el desarrollo posterior de resistencia a la insulina debido
al estrés oxidativo presente en tejidos adiposos, musculos esqueléticos y dificultando

la absorcion glucosidica (Kahn et al., 2014).

1.1.2.1  Patologias asociadas a los radicales libres

Los antioxidantes son el principal mecanismo de defensa utilizado para neutralizar a
las ROS, pero en condicion de hiperglucemia, el organismo no es capaz de
contrarrestarlos en su totalidad debido a su alta generacidon, produciéndose una mayor
interaccion entre ROS, macromoléculas y proteinas junto con moléculas de glucosa,
lo cual genera que estos compuestos reaccionen mediante oxidacion y glicacion que
origina peroxidacion lipidica, y productos de glicacion avanzada por medio de la
reaccion de Maillard, los cuales provocan dafios en el ADN vy alteraciones

estructurales en las proteinas (Roberts & Sindhu, 2009).

La reaccion de Maillard (Figura 3) se produce mediante la interaccion entre el grupo
amino libre de una proteina, lipido o &cido nucleico y el grupo carbonilo de un azucar
reductor, generdndose una base de Schiff el cual es un compuesto organico que se
caracteriza por presentar un doble enlace carbono-nitrégeno y una baja estabilidad
(actian como intermediarios para la formacion de otras moléculas), por lo que,
contintan reaccionando y generan productos de Amadori con un grupo carbonilo
altamente reactivo, el cual pasa por reacciones de oxidacion, deshidratacion y
degradacién, hasta la formacién de productos de glicacién avanzada (AGEs) (C.
Carvajal, 2015; Centeno & Ulloa, 2021).

Se han asociado a la presencia de AGEs en pacientes diabéticos con el aumento en el
riesgo de padecer fisiopatologias relacionadas con este desequilibrio metabdlico,
como hipertension, arteriosclerosis, cancer, retinopatia, nefropatia, enfermedades

cardiovasculares y cerebrovasculares (Bhatti et al., 2022).
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Figura 3. Representacion de la reaccion de Maillard.

Se produce una reaccidn entre el grupo amino de biomoléculas y azucares reductores,
los cuales generan como resultado productos de glicacion avanzada (AGES).

Fuente: (Centeno & Ulloa, 2021)

1.1.3 Tratamientos alternativos para la diabetes

1.1.3.1 Medicina tradicional

Las plantas han sido utilizadas desde la antigiiedad en la medicina herbaria como un
recurso terapéutico tradicional para el tratamiento de distintas enfermedades que
afectan a la salud debido a su alta disponibilidad, costo reducido y experiencia
ancestral en el tiempo, siendo una alternativa destacada frente a las formulaciones

farmacéuticas actuales (Pascual et al., 2014).

Esta practica se realiza con mayor frecuencia en zonas rurales debido a las
complicaciones existentes para acceder a la medicina moderna, siendo una de las
principales maneras que han establecido para llevar una vida saludable, por lo que, es
necesario comprobar la efectividad de las distintas plantas nativas utilizadas en la

medicina herbaria y se determine con certeza el mecanismo de accion y el tipo de



enfermedades que puedan ser tratadas con las mismas, para evitar reacciones

desfavorables al consumirlas (Heisler et al., 2015).

La medicina tradicional puede ser considerada como una opcién relevante para el
tratamiento y prevencion de la diabetes, evitando los efectos secundarios producidos
por los medicamentos sintéticos elaborados en la industria farmacéutica (LOpez,
2008); siendo capaz de emplearse en conjunto con otros farmacos para reducir las
dosis administradas y aumentar el efecto terapéutico o a su vez como un reemplazo
completo de los mismos a causa de su actividad biologica y a las interacciones

producidas en el metabolismo (Gallegos, 2016).

1.1.3.2 Fitoterapia

En los ultimos afios, la fitoterapia ha llegado a ser un recurso terapéutico de alto valor
debido a que los metabolitos bioactivos que se producen presentan propiedades
antioxidantes, cardioprotectoras, antiinflamatorias, antibacterianas y
hepatoprotectoras (Gallego, 2016). Los compuestos bioactivos de interés
farmacologico en las plantas medicinales son generados durante su metabolismo y
abarcan una gran variedad de estructuras quimicas complejas como polisacaridos,
alcaloides, taninos, saponinas, flavonoides, polifenoles, terpenos, carotenoides y
saponinas (S. Rashid et al., 2021).

Los metabolitos secundarios y polisacaridos bioactivos presentan una elevada
actividad antioxidante e hipoglucemiante, siendo capaces de reducir el dafio por
radicales libres del organismo, reducir los niveles de glucosa en sangre y disminuir la
resistencia a la insulina en las células (Xie et al., 2016). Los principales mecanismos
utilizados por las plantas para el tratamiento de la diabetes se basan en el
mejoramiento la flora intestinal, inhibicion de la actividad enzimatica de a-amilasa y
a-glucosidasa, regulacion de los niveles de insulina y reduccidn de estrés oxidativo
(Jietal., 2023).



114 Plantas medicinales del Ecuador
1.1.4.1  Ambrosia arborescens Mill

La descripcion taxondmica del Marco (Ambrosia arborescens) segun Loja &

Morocho (2018), se describe a continuacion.

Dominio: Eucaryota
Reino:  Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase:  Dicotyledoneae
Orden:  Astrerales
Familia: Asteraceae
Genero: Ambrosia

Especie: arborescens

A. arborescens es un arbusto ramoso aromatico perteneciente a la familia Asteraceae
con un tamafio comprendido entre 0.5 y 3 m, sus hojas son pecioladas y presentan una
coloracion verde blanquecina la cual se encuentra naturalmente distribuida en las
regiones andinas de America del Sur. Crece en suelos arenosos y ligeramente
alcalinos con una alta capacidad de adaptacion frente a las condiciones de estrés
ambientales (Cano, 2014).

Figura 4. Marco (Ambrosia arboresens Mill)
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Esta especie es utilizada en la medicina tradicional mediante infusién para el
tratamiento de reumatismos, colicos, diabetes, migrafias, antiparasitario debido a la
presencia de compuestos bioactivos que han sido aislados en esta especie, los cuales
abarcan monoterpenos, sesquiterpenos, alcaloides, taninos y flavonoides los cuales le
otorgan propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, citotoxicas y antimicrobianas
(Kovacs et al., 2022).

1.1.42 Buddleja incana Ruiz & Pav.

La descripcion taxonémica del Quishuar (Buddleja incana) segin Benenaula (2007),

se describe a continuacion.

Dominio: Eucaryota
Reino:  Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase:  Magnolopsida
Orden: Lamiales
Familia: Scrophulariaceae
Genero: Buddleja

Especie: incana

B. incana es un arbol perteneciente a la familia Scropulariaceae con un tamafio entre
5y 7 m, el cual se encuentra distribuido naturalmente en quebradas y orillas de rios
junto a matorrales y se localiza en zonas andinas de Ecuador, Bolivia, Peru y
Colombia. Presenta una corteza robusta agrietada y sus hojas poseen una coloracion

verdosa oscura en el haz con el borde ligeramente dentado (Enriquez et al., 2020).
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Figura 5. Quishuar (Buddleja incana Ruiz & Pav).

Sus hojas son utilizadas tradicionalmente en infusion para el tratamiento de
enfermedades hepaticas, afecciones bronquiales, gastrointestinales y reumaticas,
debido a que se han encontrado principalmente glicésidos, flavonoides y saponinas,
los cuales le otorgan sus propiedades cicatrizantes, antiinflamatorias, antibacterianas,

antimicaticas, antirreumatico y regeneradoras de la piel (Gutiérrez et al., 2020).

1.1.4.3  Aloysia citrodora Palau

La descripcion taxondémica del Cedron (Aloysia citrodora) segun Iglesias &

Pichucho (2021), se describe a continuacion.

Dominio: Eucaryota
Reino:  Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase:  Dicotyledoneae
Orden: Lamiales
Familia: Verbenaceae
Género: Aloysia

Especie: citrodora
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A. citrodora Palau es un arbusto perenne con una altura de hasta 3 m. perteneciente a
la familia Verbenaceae. Es originaria de Centro y Sudamérica, crece generalmente en
climas calidos y los principales usos son medicinales y ornamentales (Yungan, 2019).
Los tallos son lefiosos, estriados y alargados. Sus hojas son de color verde claro y son
rugosas con el borde ligeramente dentado. Las flores se encuentran al borde de los

tallos, son pequefias y de color blanco azulado (lIglesias & Pichucho, 2021).

Figura 6. Cedrdn (Aloysia citrodora Palau).

En A. citrodora se han podido aislar algunos flavonoides a partir de extractos
utilizando distintos solventes. Asi mismo se ha podido identificar terpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos y algunos alcoholes grasos en el aceite esencial, de
estos compuestos se ha podido determinar su actividad antimicrobiana, antioxidante,
citoprotectora, neuroprotectora, antiinflamatoria y su capacidad de mejorar el
metabolismo (Bahramsoltani et al., 2018). Entre sus aplicaciones, se destaca el uso
del aceite esencial para el tratamiento de complicaciones respiratorias y enfermedades
gastrointestinales. Ademas, es utilizada como relajante por sus propiedades sedantes
en tratamientos contra el insomnio (Rudas, 2017).
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1.1.4.4 Prunus serotina Ehrh

La descripcion taxonémica del Capuli (Prunus serotina) segun Chisaguano (2012),

se muestra a continuacion.

Dominio: Eucaryota
Reino:  Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase:  Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Género:  Prunus

Especie: serotina

P. serotina es un arbol perenne perteneciente a la familia Rosaceae. Tiene una gran
distribucion en el continente americano, encontrandose desde las zonas montafiosas
del sur de México cruzando por toda la cordillera de los Andes hasta el sur de Per(
(Andino-Pilco, 2018). El arbol puede llegar a tener una longitud de entre 5y 10 m de
altura cuando ha completado su desarrollo. Posee un tronco grueso e irregular con una
tonalidad que varia entre gris y marrén. Posee hojas de color verde brillante de entre
6 y 12 cm y presenta flores blancas distribuidas en racimos (Moncayo Contreras,
2017).

Figura 7. Capuli (Prunus serotina Ehrh)
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En esta especie se han realizado estudios del fruto y se ha indicado su capacidad
antioxidante y efectos vasodilatadores y antihipertensivos, asi mismo, contiene un alto
contenido de proteinas y minerales, mismos que pueden ser utilizados como
tratamientos alternativos para distintas patologias (Carrasco-Baquero et al., 2022).
De los pocos estudios realizados sobre extractos de hojas de esta especie se ha
determinado su alto contenido de compuestos bioactivos como glucésidos
cianogénicos, polifenoles, flavonoides, acidos organicos, terpenos, vitaminas,
antocianinas y muchos otros compuestos que exhiben actividades antioxidantes,
antidiabéticas, antimicrobianas, antiinflamatorias y cardiovasculares (Telichowska et
al., 2020).

1.1.5 Componentes bioactivos de plantas

Todas las plantas producen sustancias quimicas activas en pequefias proporciones y
de concentracion indefinida que se encuentran en la matriz celular (Jha & Sit, 2022).
Los compuestos bioactivos, se producen en las especies vegetales a través del
metabolismo secundario como respuesta a distintos factores de estrés bidtico y
abiotico, estos mismos pueden ser temperatura, luz, ataques de patdgenos, herbivoros,
insectos, etc. (Guerriero et al., 2018). Estos metabolitos tienen diversas actividades
fisiolégicas que pueden ser aprovechadas por la industria farmacéutica para generar

productos para el tratamiento de diversas patologias (L.i et al., 2020).

1.1.5.1 Extraccién de compuestos bioactivos

El método de extraccion de principios activos es indispensable al momento de realizar
estudios de las propiedades medicinales de plantas. Los procedimientos de extraccion
permiten obtener los componentes quimicos que se encuentran en el material vegetal
para su posterior separacion, caracterizacion y evaluacion de su actividad biologica
(Valdez Lépez et al., 2022).

Existen distintas técnicas para la extraccion de compuestos. Por un lado, se encuentran

los métodos convencionales donde se encuentra la maceracion, infusion, percolacion
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y reflujo cuyos procedimientos implican el uso de solventes y prolongados tiempos

de extraccion (Zhang et al., 2018).

Por otro lado, existen los métodos no convencionales como la extraccidn asistida por
microondas, extraccion con fluidos supercriticos o extraccion con liquidos
presurizados los cuales requieren de un menor consumo de disolventes organicos,

menor tiempo de extraccién y poseen mayor selectividad (Osorio-Tobdn, 2020).

De entre las técnicas convencionales de extraccion, la maceracion es el método mas
utilizado. EI mismo consiste en mezclar materia prima con un solvente de interés
(cominmente etanol) en condiciones ambientales por un determinado periodo de
tiempo (por lo menos 3 dias) con agitacion ocasional para homogenizar la materia
prima precipitada. Generalmente el producto es filtrado y el disolvente es eliminado

mediante evaporacion al vacio (Bitwell et al., 2023).

Asi mismo, el método de infusién es similar a la maceracion y es utilizado para la
extraccion de compuestos altamente solubles (Ingle et al., 2017). En este caso el
material vegetal pulverizado se mezcla con el solvente ya sea caliente o frio y se deja
reposar por un periodo corto de tiempo para finalmente eliminar el solvente. Este
método es simple y econdmico y se utiliza para realizar extractos frescos antes de su
uso (Abubakar & Haque, 2020).

Existen factores que incrementan la eficiencia de la extraccion como el tamafio de
particula de la materia prima, polaridad del solvente, la proporcion de solvente a

solido, temperatura y tiempo de extraccion (Zhang et al., 2018).
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1.1.5.2 Actividad antioxidante de compuestos bioactivos

Las propiedades antioxidantes en las plantas son atribuidas a los compuestos
bioactivos sintetizados durante su metabolismo secundario y se caracterizan por
presentar la capacidad de captar radicales libres para evitar procesos de oxidacion
durante el metabolismo y la formacion productos de reaccidn volatiles que generen
dafos al organismo en pacientes con enfermedades metabdlicas (Peralta & Volke,
2012).

Por lo que, los métodos in vitro son utilizados para la cuantificacion de la capacidad
antioxidante en una muestra bioldgica, y se basan en ensayos colorimétricos
producidos por una reaccion de entre moléculas bioactivas y radicales libres (Guija
et al., 2015). El ensayo DPPH emplea al radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo y
permite cuantificar la capacidad de los compuestos bioactivos presentes en una
muestra bioldgica para neutralizarlo mediante la aceptacion de un electrén o &tomo
de hidrégeno (Figura 8) (F. Xiao et al., 2020). El radical DPPH es un radical orgénico
nitrogenado que presenta una coloracion violeta oscura, el cual al mezclarse con un
compuesto antioxidante produce un cambio de color a amarillo intenso medible a una

absorbancia de 515 nm (Baliyan et al., 2022).

Chemical reactions:
DPPH® + ArOH — DPPH-H + ArO* (HAT mechaninm)
DPPH* + AtOH — DPPH - [ArOH|*' (SET mechanism)
where ArOH: phenolic AO

Mechanism of reaction: HAT

. NO,
= ArO + H* :
ArOH "
O,N N—N — , O:N N—N

NO, NO,

Deep purple Pale yellow

2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine
(DPPH) (DPPH-H)

Figura 8. Reaccion producida entre DPPH y un antioxidante.

Se presenta un mecanismo de reaccidn de transferencia de un atomo de hidrgeno
(HAT) desde el antioxidante hacia el radical DPPH.

Fuente: (Sadeer et al., 2020)
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1.1.5.3 Actividad hipoglucemiante de compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos de las plantas poseen la capacidad de reducir los niveles
de glucosa sanguinea en pacientes diabéticos. Esta capacidad se debe a los
mecanismos de inhibicion de enzimas clave en el metabolismo de carbohidratos a-
amilasa y a-glucosidasa (Ortiz-Martinez et al., 2016). Asi mismo en ciertos estudios
se ha demostrado la capacidad de los metabolitos secundarios de plantas para restaurar
las funciones celulares del pancreas, mejorando la condicién de los pacientes y los
efectos secundarios que les producen los farmacos comerciales (Rahman et al.,
2022).

Por lo cual, se han realizado estudios enfocados en la caracterizacion del perfil
fitoquimico de diversas especies vegetales para determinar la actividad de los
distintos compuestos presentes en las mismas. De estos, los polifenoles y flavonoides
son grupos de metabolitos de los cuales existe mayor evidencia sobre la actividad
antidiabética (Tafesse et al., 2017).

Los compuestos fendlicos son un grupo extenso de metabolitos capaces de establecer
interacciones competitivas en el sitio activo de las enzimas que participan en la
hidrolisis de carbohidratos complejos y grasas, controlando asi la hiperglucemia en la
DMT2 (de Paulo Farias et al., 2021).

Asi mismo, los flavonoides son metabolitos con potencial efecto sobre las enzimas
dado gue son capaces de generar enlaces no covalentes en el sitio activo de las mismas
(Lim et al., 2022). El efecto antidiabético de los flavonoides también se debe a su
capacidad de regular la apoptosis e incrementar la proliferacion de las células
pancredticas, promoviendo de esta forma la secrecion de la insulina y proporcionando
un equilibrio en el metabolismo de los carbohidratos para controlar la hiperglucemia
(Alhujaily et al., 2022).
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1.1.5.4 Enzimas involucradas en la digestion de carbohidratos

Los hidratos de carbono son uno de los componentes mas importantes presentes en la
alimentacién diaria y se clasifican en monosacéridos, disacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos (Garcia & LOpez, 2007). Estos compuestos son digeridos en el
organismo por accion de las enzimas a-amilasa, maltasa, a-glucosidasa, isomaltosa,
sacarasa, glucoamilasa y lactasa, las cuales los hidrolizan hasta obtener monoémeros

de glucosa asimilables por el organismo (Villarroel et al., 2018).

El almidon es el polisacarido complejo presente con mayor abundancia en la dieta y
se encuentra compuesto por moléculas de amilosa (polimero lineal) y amilopectina
(polimero ramificado) unidas mediante enlaces glucosidicos (a-1,4 y a-1,6), siendo el
sustrato principal para la enzima a-amilasa, la cual es una de las mas estudiadas en el
proceso de digestion (Pefiaranda et al., 2008). La reduccion en la actividad bioldgica
de las enzimas digestivas produce una menor absorcion de glucosa, considerandose
como una alternativa relevante de investigacion frente a la hiperglucemia generada en
pacientes con DMT2 (Ponce et al., 2018).

CH,0H CH,OH CH,0H
H O_ H H O_ H H A O _H
H H
(a) OH H OH H OH H
fo) o Owvunn
OH H OH H OH
CH;0H CH;0H

H O_ H H O_H
OH

CH,OH CH,0H CH,OH

CH2
O_H O_H O_H
OH H on G

Figura 9. Estructura del almidon.

Representacion de la estructura de la amilosa (a) y amilopectina (b)

Fuente: (Amaya, 2018)
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1.1.5.5 Meétodo in vitro para determinar la actividad hipoglucémica

El ensayo de inhibicion de la enzima a-amilasa es utilizado para determinar la
capacidad de los principios activos de las plantas para reducir la hiperglucemia en
pacientes con diabetes (Ogunyemi et al., 2022). La amilasa (Figura 10) es una
enzima digestiva capaz de hidrolizar enlaces a-1,4-D-glicosidicos del almidon en
estructuras mas sencillas como glucosa y maltosa para que puedan ser absorbidas por

la mucosa intestinal (Kaur et al., 2021).

Figura 10. Estructura terciaria en 3D de la enzima a-amilasa.

Fuente: (RCSB PDB, 2023)

El método colorimétrico DNS o método de Miller es utilizado para estimar la
concentracion de azlcares reductores de una muestra o para cuantificar el producto
de unareaccién enzimética (Vijayaraghavan et al., 2016). Para el caso de la reaccion
enzimatica de la a-amilasa, se identifican a los grupos reductores maltosa y glucosa
proceden de la hidrdlisis del almidon por parte de la enzima. Estos productos de la
reaccion reducen el acido 3,5- dinitrosalicilico en &cido 3-amino-5-nitrosalicilico,
produciéndose un cambio de coloracion amarrillaa naranja (Figura 11), el compuesto
resultante puede ser cuantificado mediante espectrofotometria y de esta manera
establecer la concentracion de azlcares determinando asi la actividad enzimética
(Dangkulwanich et al., 2018).
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CHO COOH

H——OH : H + OH
ol ON \E;[COOH OH s i ON \@COOH
H——OH * g H—OH *
H
OH il i 0

H OH
CH,0H NOg CHLOH NH
Glucosa Acido 3,5- Acido gluconico Acido 3-amino-5-
dinitrosalicilico (DNS) fitrosalicilico
Amarillo Naranja

Figura 11. Mecanismo de reaccién en el método DNS.

Fuente: (Dangkulwanich et al., 2018).
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1.2  Objetivos
1.2.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante e hipoglucemiante de los extractos de las hojas de
Marco (Ambrosia arborescens), Quishuar (Buddleja incana), Cedron (Aloysia

citrodora) y Capuli (Prunus serotina).

1.2.2 Objetivos Especificos

1. Obtener los extractos etandlico y acuoso del material vegetal (hojas) mediante las

técnicas de maceracion e infusion respectivamente.

2. Determinar cualitativa y cuantitativamente los metabolitos secundarios presentes
en los extractos vegetales mediante el tamizaje fitoquimico y la concentracion de
fenoles y flavonoides totales.

3. Analizar la capacidad antioxidante de los diferentes extractos mediante el método
de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).

4. Evaluar el efecto hipoglucémico de cada uno de los extractos mediante la

inhibicién de la enzima a-amilasa.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA
Materiales
Equipos de laboratorio

Deshidratador por conveccion
Plancha de agitacion
Espectrofotometro UV
Termoblogue
Rotoevaporador

Vortex

Balanza analitica

Refrigerador

Reactivos

Etanol 70%
Yoduro de bismuto
Yoduro de potasio
Reactivo de Mayer
Reactivo de Fehling
Reactivo de Baljet
Reactivo de Lieberman-Burchard
Solucion de ninhidrina 2%
Acido clorhidrico concentrado
Cinta de magnesio
Alcohol amilico
Tricloruro férrico 5%
Cloroformo
Hidroxido de sodio (NaOH)
Acetato de cobre
Acido Galico
Reactivo de Folin-Ciocalteu
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e Solucion de carbonato de sodio 7% (p/v)
e Solucion de cloruro de aluminio 2% (p/v)
e Solucion de quercetina

e Solucion madre DPPH

e Metanol

e Solucion madre Trolox

e Solucion de almidon

e Solucion de alfa amilasa

e Reactivo DNS

e Hidroxido de sodio

e Tartrato de sodio

2.1.3 Material fungible

e Probeta (10 mL,50 mL, 100 mL)

e Vasos de precipitaciéon (100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL)
e Frasco ambar (100 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL)

e Tubos de ensayo 5 mL

e Balo6n de aforo (100 mL)

e Micropipetas (10 — 100 pL, 20 — 200 pL, 100 — 1000 pL)
e Placa de 96 pocillos

e Tubos de pléstico (15 mL)

e Microtubos (1,5 mL)

e Embudo Buchner

e Matraz kitasato

e Gradilla para tubos 15 mL

e Gradilla para microtubos

24



2.2  Meétodos
2.2.1 Obtencion de los extractos

2.2.1.1  Recoleccion del material vegetal

Las muestras de las distintas plantas fueron recolectadas en distintas localidades de la
ciudad de Pelileo y Ambato (Tabla 1), posterior a la obtencién de la autorizacion de
recoleccion sin fines comerciales del Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion
Ecoldgica (MAATE) (Anexo A).

Tabla 1. Lugares de recoleccion.

Especie Lugar Coordenadas
A. arborescens Ambato 1°15'13.8"S 78°34'55.5"W
B. incana Pelileo 1°22'27.4"S 78°34'27.1"W
A. citrodora Pelileo 1°20'12.3"S 78°30'54.5"W
P. serotina Ambato 1°15'13.8"S 78°34'55.5"W

El material vegetal fue identificado por el herbario de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo y posteriormente fue almacenado en la Unidad Operativa de la
Direccion de Investigacion y Desarrollo (UODIDE) de la Facultad de Ciencia e

Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia.

2.2.1.2 Preparacion del material vegetal

El material vegetal se desinfectd con una solucion de hipoclorito de sodio al 10% y
se lavd con abundante agua para eliminar el exceso de cloro. El secado del material
se realiz6 en un deshidratador por conveccion a 40 °C de 24 a 48 horas, el material
seco fue triturado utilizando una licuadora hasta obtener un polvo fino y fue

almacenado en fundas ziplock (Salles et al., 2020).
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2.2.1.3 Preparacion de los extractos

Para la preparacion del extracto acuoso se utilizé el método de infusion. Para ello, en
un vaso de precipitacion se coloco el material vegetal y agua destilada en proporcion
1:10 (p/v), después se llevo por 10 min a 90 °C en una plancha de calentamiento con
agitacion magnética, se espero a que se enfrie para ser filtrado utilizando un matraz
kitasato y una bomba para generar vacio. Finalmente se elimind el solvente mediante
evaporacion al vacio. El producto resultante fue almacenado en tubos estériles de
plastico en refrigeracion hasta su utilizacién (Urrego et al., 2021).

Para la obtencion del extracto etandlico, se utilizd el método de maceracion. El
material vegetal y etanol al 70% se colocaron en un recipiente de vidrio en proporcion
1:10 (p/v) y se dejo en reposo en ausencia de luz por 8 dias agitandolo ocasionalmente
para distribuir el material vegetal en el solvente. Una vez transcurrido el tiempo, el
producto se filtro utilizando un matraz kitasato y una bomba para generar vacio.
Finalmente, el solvente se elimind6 mediante evaporaciéon al vacio. El producto
resultante fue almacenado en tubos estériles de plastico en refrigeracion hasta su
utilizacion (Salles et al., 2020).

2.2.1.4 Célculo del rendimiento

El rendimiento de los extractos de las 4 plantas se calcul6 mediante la férmula

mencionada por Gonelimali et al. (2018), que se describe a continuacion.

%Rendimiento = ? * 100 (1)
0

La Ecuacion (1) se empled para calcular el rendimiento producido por cada uno de

los extractos.
Donde:
X;: Peso del extracto después de la evaporacion del solvente.

Xo: Peso seco del polvo vegetal antes de la extraccion.
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2.2.2 Determinacién de metabolitos secundarios

2.2.2.1 Tamizaje fitoquimico

El anélisis del perfil fitoquimico de cada planta se realiz6 con la finalidad de
identificar de manera cualitativa los metabolitos presentes en cada uno de los
extractos de cada planta. El procedimiento para cada uno de los ensayos se describe a

continuacion;

e Ensayo de Wagner

Se coloco en un tubo de ensayo 2 mL de la solucion de extracto y se evaporo el
solvente en bafio de agua para posteriormente redisolverse en 1 mL de HCI (1%), se
calentd levemente y se lo dejé enfriar hasta observar la presencia de turbidez,
opalescencia o de un precipitado, lo cual indica la presencia de alcaloides (Bermejo
et al., 2014).

e Ensayo de Dragendorff

Se colocaron en un tubo de ensayo 2 mL de solucion de extracto con 2 mL de reactivo
de Dragendorff (solucidn de yoduro de bismuto y potasio) y se mezcl9, se espero hasta
observar la formacion de un precipitado rojo anaranjado lo cual confirmo la presencia
de alcaloides en la muestra (Shaikh & Patil, 2020).

e Ensayo de Mayer

Se coloco en un tubo de ensayo 2 mL de la solucidn de extracto y se evaporo el
solvente en bafio de agua para posteriormente disolverse en 1 mL de HCI (1%) y
finalmente se le afiadid una pizca de NaCl en polvo y 2 o 3 gotas de reactivo de Mayer
hasta observar la presencia de turbidez, opalescencia o de un precipitado, indicando

la presencia de alcaloides (Bermejo et al., 2014).
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e Ensayo de Fehling

En un tubo de ensayo se colocd 2 mL de solucién de extracto y se evaporo el solvente
en bafio de agua, posteriormente se disolvié en 2 mL de agua destilada y se adiciond
2 mL de reactivo de Fehling y se calentd por 10 min, finalmente la presencia de una
solucion rojiza o un precipitado rojo indica la presencia de carbohidratos reductores
(Bermejo et al., 2014).

e Ensayo de Baljet

Se colocd 2 mL de solucion de extracto en un tubo de ensayo y se evapord el solvente
mediante bafio de agua, posteriormente se redisolvié en 1 mL de etanol y se afiadié 1
mL de reactivo hasta observar la aparicion de coloracion o un precipitado que indica

la presencia de cumarinas (Bermejo et al., 2014).

e Ensayo de Espuma

En un tubo de ensayo se mezclaron 1 mL de solucidn de extracto de la muestra con 1
mL de agua destilada y se agit6 vigorosamente hasta observar la formacion de espuma

lo que indico la presencia de saponinas en la muestra (Pujol Garcia et al., 2020).

e Ensayo de Shinoda

Se colocd 1 mL de extracto, 1 mL de HCI concentrado y pequefios trozos de cinta de
magnesio en un tubo de ensayo. Se dejé en reposo por 5 min para posteriormente
afiadir 1 mL de alcohol amilico, el cambio de coloracién de amarillo a rojo confirmo
la presencia de flavonoides (Shaikh & Patil, 2020).
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e Ensayo de Cloruro férrico

En un tubo de ensayo con 1 mL de extracto en solucion se le afiadié de 3-4 gotas de
cloruro férrico al 10% (p/v) y se agito. La coloracion azul o verde indico la presencia
de fenoles y/o taninos en la muestra (Shaikh & Patil, 2020).

e Ensayo de Gelatina

Se afiadio en un tubo 1 mL de extracto y 1 mL de una solucion de gelatina al 1%. La
formacién de un precipitado blanco indicé la presencia de taninos (Shaikh & Patil,
2020).

¢ Ensayo de Lieberman-Burchard

A 2 mL de extracto se afiadié 1 mL de anhidrido &cido y se llevo a calentamiento por
5 min, posteriormente se traté con acido sulfurico concentrado. Finalmente se agrego
reactivo de Lieberman-Burchard. La aparicion de una coloracion verdosa indica la

presencia de esteroides y triterpenos (Hossain et al., 2022).

e Ensayo de Acetato de Cobre

A una solucidn de extracto se afiadiran 3 gotas de acetato de cobre 10%, la formacion

de un color verde esmeralda indica presencia de diterpenos (Shaikh & Patil, 2020).

e Ensayo de Borntanger

El extracto en solucion se mezcld en 1 mL de cloroformo, se adicion6 1 mL de
hidroxido de sodio al 5%, se agitd fuertemente y se dejé reposar hasta que se visualice
la separacion de las fases. La coloracidn rosada o roja de la fase alcalina acuosa indico

presencia de quinonas (Pujol Garcia et al., 2020).
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e Ensayo de Resinas

A 2 mL de solucién de extracto se le afiadié 10 mL de agua destilada y se dejo6 reposar
por 10 min. La presencia de un precipitado indico la presencia de resinas (Shaikh &
Patil, 2020).

e Ensayo de Ninhidrina

A una solucion de extracto se le afiadié 2 mL de solucion de ninhidrina al 2% en
agua. La mezcla se llevd a calentamiento por 5 min a 80°C a bafio maria. El ensayo
resulta positivo para aminoacidos libres si se desarrolla una coloracién violeta
azulada (Pujol Garcia et al., 2020).

¢ Ensayo de Antocianidinas

A 2 mL de una solucion de extracto se le afiadié 2 mL de HCI y se incub6 por 5 min
a 80 °C a bafio maria y posteriormente se afiadié 1 mL de amonico. EI cambio de
color de la solucion a azul violaceo indica la presencia de antocianinas (Shaikh &
Patil, 2020).

2.2.2.2  Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales

e Fenoles totales

Para la cuantificacion del contenido de compuestos fendlicos totales se siguid el
ensayo del método de Folin-Ciocalteu modificado. Para esto, en una placa de 96
pocillos se colocaron 10 uL del extracto en dilucion 1:50, a lo cual se afiadié 130 pL
de agua destilada y finalmente 10 uL del reactivo Folin-Ciocalteu. Se dejo reaccionar
por 6 min para posteriormente afiadir 100 pL de una solucién de carbonato de sodio
al 7% (p/v). La reaccion se incub6 a temperatura ambiente por 90 min en ausencia de
luz y finalmente se midid la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de

750 nm. Para la calibracién se realizé una curva estandar, la misma se prepardé con
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soluciones seriadas de &cido galico estandar (EAG) de entre 10 a 100 mg/L. El
contenido de fenoles totales fue expresado como equivalente de miligramos de acido

galico por gramos de peso seco de la muestra (mg EAG/gPS) (Baek et al., 2021).

e Flavonoides totales

Para la determinacion del contenido de flavonoides totales, se sigui6 el método de
cloruro de aluminio. Para ello, se mezclaron 60 pL del extracto en solucion 1:10 con
120 uL de una solucién de cloruro de aluminio al 2% (p/v) y se incubd la mezcla a
temperatura ambiente por 60 min. Posteriormente se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 420 nm. Para la calibracion se realiz6 una curva estandar de
quercetina (QE), la misma se prepar6 con soluciones seriadas de entre 10 a 100 mg/L.
El contenido de flavonoides totales fue expresado como equivalente de miligramos
de quercetina por gramos de peso seco de la muestra (mg QE/g PS) (N’guessan et al.,
2021).

2.2.3  Andlisis de la capacidad antioxidante

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante presente en los extractos se empled la
técnica DPPH descrita por Bobo et al. (2015), con ciertas modificaciones.

2.2.3.1 Preparacion de DPPH y Trolox

Se preparo6 una solucion madre de DPPH (150 uM) al disolver 0.0059 g de reactivo
con 100 mL de solucién diluyente formada por metanol-agua en proporcion 80:20,
posteriormente se cubrié a la solucién frente a la exposicion de la luz y se la agit6
entre 30-40 min. Adicionalmente se realizé una solucién madre de Trolox (500 uM)
disolviendo 0.0125 g de reactivo en 100 mL de solucion diluyente metanol-agua en
proporcion 50:50 y finalmente se la agito para homogenizar los componentes. En base
a la solucién madre de Trolox se prepararon concentraciones de reactivo de 50, 100,

200, 300, 400 y 500 uM para la generacion de una curva de calibracion.
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2.2.3.2 Medicién de la actividad antioxidante

El proceso experimental se realizé en una placa de 96 pocillos a la cual se le afiadid
el blanco, control y el extracto de las distintas especies vegetales de estudio para su

lectura a 515 nm, en los cuales se encontraba:

Blanco: Se coloc6 180 pL de diluyente para DPPH formado por metanol-agua (80:20)

y 20 uL de agua destilada o etanol respectivamente.

Control: Se colocd 180 pL de solucion DPPH y 20 pL de agua destilada o etanol

respectivamente.

Extracto: Se coloc6 180 pL de solucion DPPH y 20 pL de extracto diluido.

2.2.3.3  Determinacion del porcentaje de inhibicion de DPPH

El porcentaje de inhibicién se calcul6 acorde a la siguiente formula:

%Inhibicion DPPH = |1 - (ﬁ)] x 100 @)

Donde 4,, corresponde a la absorbancia de la muestra a 515 nm, A4, a la absorbancia

del blanco a 515 nmy A, a la absorbancia del control a 515 nm.

La Ecuacion (2) fue empleada para calcular el porcentaje de inhibicion DPPH

producido por cada uno de los extractos.

2.2.4  Evaluacion de la capacidad hipoglucémica

Para la evaluacién de la capacidad hipoglucémica presente en los extractos vegetales
realizados se empleard los ensayos de inhibicion de a-amilasa, en base a la
metodologia empleada por Coronado et al. (2021), con ciertas modificaciones como

se detalla a continuacion.
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2.2.4.1 Ensayo enzimatico a-amilasa

Se mezclo6 un volumen de 50 uL de cada extracto realizado a distintas concentraciones
con 50 pL de solucion enzimética alfa amilasa (5 U/mL), la cual fue previamente
disuelta en 0.1 M de tampon fosfato salino (PBS) (pH 6.9). La mezcla se llevd a
incubacion en un termoblogue a 37 °C durante 60 min y posteriormente se adiciond
50 uL de una solucién de almidén (0.5% (p/v)) disuelta en 0.1 M tampon fosfato
salino (pH 6.9), para incubarse nuevamente a 37°C por 5 min. Una vez transcurrido
el tiempo, se detuvo la reaccién producida mediante la adicion de 50 uL de reactivo
DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico 96 mM), se incub6 en un termobloque a 100 °C
durante 5 min. y se dejo enfriar 5 min a temperatura ambiente. Por Gltimo, se leyo la
absorbancia a 540 nm empleando un espectrofotometro UV-visible. La absorbancia
final de la muestra se obtuvo restandole la lectura del blanco a la de la muestra
correspondiente y se calculd el porcentaje de inhibicidn enziméatica generado acorde
a la férmula:
%Inhibicién = % x 100 ©)

Donde A, corresponde a la Absorbancia del control a 540 nm y 4,,, a la absorbancia

de la muestra a 540 nm.

La Ecuacion (3) fue empleada para calcular el porcentaje de inhibicion de a-amilasa

producido por cada uno de los extractos.

2.2.4.3  Analisis de datos

Para el analisis estadistico de los resultados de los porcentajes de inhibicion
enzimatica se realizara un analisis de varianza ANOVA y una prueba de comparacion

Tukey con un nivel de confianza del 95% mediante el programa STATGRAPHICS.
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CAPITULO II1.- RESULTADOS Y DISCUSION
3.1  Anadlisis y discusion de los resultados

3.1.1 Rendimiento de extractos vegetales

Los extractos acuosos y etandlicos obtenidos a partir de las hojas de Marco (A.
arborescens), Quishuar (B. incana), Cedron (A. citrodora) y Capuli (P. serotina) se
realizaron mediante los métodos de infusion y maceracion respectivamente, para lo
cual, se obtuvo el rendimiento porcentual presente en cada matriz empleando la
Ecuacién 1, y se lo presenta en la Tabla 2, donde los mayores rendimientos de
extraccion se presentaron por el método de infusion para el marco y el cedron, con

12.5% y 18.30% respectivamente.

Tabla 2. Rendimiento de extraccion de las especies vegetales.

] » Rendimiento
Especie vegetal Extraccion
(%)
Maceracion 10.30
A. arborescens )
Infusién 12.50
_ Maceracion 11.10
B. incana
Infusién 10.60
) Maceracion 15.50
A. citrodora _
Infusion 18.30
) Maceracion 17.20
P. serotina ]
Infusion 16.60

En un estudio realizado por Chamorro (2020), se logré obtener un rendimiento del
extracto de A. arborescens del 9.84% mediante una extraccion con etanol al 76% y
un tiempo de maceracion de 72 horas. En contraste con los resultados obtenidos
(Tabla 2), se obtuvo un rendimiento ligeramente superior al reportado por el autor en

mencion.
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De acuerdo con Guerriero et al. (2018) uno de los factores que influyen directamente
en la extraccion, es el contacto entre el material vegetal y el solvente. Por lo que, esta
diferencia puede atribuirse al hecho de que, en el estudio citado, los recipientes del
macerado se mantuvieron estaticos mientras que, en la presente investigacion, los
mismos se agitaron ocasionalmente. Por otro lado, el rendimiento de extraccion para
A. arborescens mediante infusion fue del 12.50%, siendo este levemente superior al
extracto etandlico. Segun lo encontrado en estudios de A. arborescens y A. peruviana
realizados por Quishpe (2018) y Fernandez (2019) respectivamente reportan la
extraccién mediante el método de infusion, sin embargo, no presentan el rendimiento

obtenido utilizando este método.

Para el caso de los extractos de B. incana se obtuvieron rendimientos del 11.10% y
10.60% mediante extraccion por maceracion e infusion respectivamente, en este caso
la diferencia de rendimiento entre los métodos de extraccion es minima. En un estudio
previo realizado por Paucar Cuba et al. (2021), se inform6 un rendimiento de
extraccién de aproximadamente 9.4% para B. incana utilizando una solucion

hidroalcohdlica al 75%.

Por otro lado, Llanga (2014), en su trabajo reporté un rendimiento del 9.23% para el
extracto etandlico de B. incana, siendo valores levemente inferiores a los reportados
en la Tabla 2. Hasta la presente fecha no se han reportado rendimientos de extraccion
en fase acuosa para esta especie. De acuerdo con Zhang et al. (2018), las soluciones
de etanol y metanol son los solventes mas utilizados para la extraccién de compuestos

bioactivos debido a su bajo costo, polaridad y seguridad.

En A. citrodora por otra parte, se obtuvo un rendimiento del 15.50% mediante la
técnica de maceracion y 18.30% para la técnica de infusion. Esta especie fue la que
mayor rendimiento arrojo en el estudio en ambos tipos de extracciéon. En contraste
con lo reportado por H. M. Rashid et al. (2022) se obtuvo un rendimiento de 5.25%

y 5.50% mediante extraccion por maceracion e infusion respectivamente.
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Los valores reportados por el autor en mencién se relacionan ligeramente con los
obtenidos en el presente estudio al exhibirse un mejor rendimiento en la extraccion en
fase acuosa. Por otra parte, Yungan (2019) reporta un rendimiento del 31%
realizando extraccién por maceracion con etanol al 70%, este valor es muy superior
al encontrado en el presente estudio, sin embargo, cabe destacar que como indica
Yang et al. (2018), la presencia de metabolitos en las matrices vegetales depende de

la zona geografica, cantidad de luz, salinidad del suelo, temperatura, entre otros.

El rendimiento de extraccion de P. serotina fue de 16.60% y 17.20% para las técnicas
de infusién y maceracion respectivamente, lo cual es similar a lo obtenido por
Karabegovic et al. (2014), donde menciona que se obtuvo un rendimiento de
extraccion en hojas de la especie P. laurocerasus del 21.30% en base metanolica al
aplicarse un método convencional, mientras que se exhibié un rendimiento del
42.80% al utilizar una extraccion Soxhlet, por lo que, el método de extraccion es un

factor a considerar en relacion a la variacion producida respecto al rendimiento.

Acorde a lo mencionado por Soto & Rosales (2016), el rendimiento producido
durante un proceso de extraccion depende en gran medida del tipo de solvente
utilizado, debido a la naturaleza quimica de los compuestos bioactivos presentes en
la matriz vegetal de interés, lo cual se encuentra determinado por la concentracion,
temperatura, tiempo de exposicién y la cantidad de solvente administrado a la
muestra. Es por esta razon que puede existir gran variabilidad de resultados en los

estudios realizados en plantas.

Por otro lado, los solventes utilizados durante la extraccion de metabolitos
secundarios poseen un alto nivel de polaridad, lo cual influye sobre la solubilidad de
los compuestos bioactivos debido a sus grupos funcionales tipo hidroxilo, carboxilo
0 dobles enlaces en su estructura, siendo clasificados segun su polaridad desde

hexano, cloroformo, metanol, etanol y agua (Gonzalez, 2009). EI mayor rendimiento

36



de los extractos acuosos obtenidos por infusion podria deberse a la elevada polaridad
del solvente presente en el medio, y a la temperatura de exposicion a la que se

realizaron los extractos vegetales.

3.1.2 Determinacion de metabolitos secundarios

Las pruebas fitoquimicas permiten identificar los principales metabolitos secundarios
presentes en distintas especies vegetales para dar un acercamiento a sus propiedades
bioldgicas, por lo que, se emplean ensayos cualitativos en base a la formacion de
precipitados o cambios de coloracion (L. Carvajal et al., 2009). Por ello, los extractos
etandlicos y acuosos de Marco (A. arborescens), Quishuar (B. incana), Cedron (A.
citrodora) y Capuli (P. serotina) fueron caracterizados a través de pruebas cualitativas

donde se determinaron sus principales compuestos bioactivos.

Los metabolitos secundarios presentes en A. arborescens (Marco) se muestran en la
Tabla 3, donde se observa una abundancia de saponinas y alcaloides, seguido de
carbohidratos reductores, fenoles, taninos, triterpenos, diterpenos, flavonoides y
aminoacidos libres en menor cantidad para el extracto etanolico y acuoso. Estos
resultados son similares a los reportados por Alvarado & Fuertes (2017), el cual
determind en su investigacion que el extracto hidroalcohdlico de esta especie presenta
un contenido muy abundante de alcaloides, flavonoides, compuestos fenolicos,

sesquiterpenos, taninos y en menor proporcién antraquinonas.

Del mismo modo, Huamanteca & Rodriguez (2019), expusieron que el extracto
etanolico de A. arborescens presenta en su composicion taninos, flavonoides,
esteroides, triterpenos, quinonas y alcaloides en su composiciéon. Adicionalmente,
Chamorro (2020), indicd que existen mayormente alcaloides como principal
metabolito secundario, seguido de fenoles, taninos y terpenos, destacando la ausencia

de glicosidos, esteroides y saponinas.
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Tabla 3. Determinacion cualitativa de los metabolitos presentes en el extracto de

las hojas de A. arborescens.

Tipo de extraccion

Ensayo Metabolito - -
Maceracion Infusion
Wagner Alcaloides ++ +
Dragendorff Alcaloides ++ ++
Mayer Alcaloides ++ +
) Carbohidratos
Fehling + +
Reductores
Baljet Cumarinas - -
o Fenoles y/o
Cloruro férrico ) + +
taninos
Gelatina Taninos + +
Liebermann- Triterpenos y/o
+ +
Burchard esteroides
Acetato de Cobre Diterpenos + +
Borntrager Quinonas - +
Shinoda Flavonoides + +
Espuma Saponinas +++ +++
Resinas Resinas - -
o Aminoacidos
Nihidrina ] + +
libres

Antocianidinas

Antocianinas

Leyenda: + Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante,
- No detectado

En el caso del B. incana (Quishuar), se presentaron los metabolitos secundarios que
se indican en la Tabla 4, donde se obtuvo en el extracto macerado una presencia
abundante de saponinas, alcaloides y azlcares reductores, seguido de una menor
proporcion de cumarinas, fenoles, taninos, triterpenos, diterpenos, quinonas y
flavonoides, diferenciandose del extracto acuoso Unicamente por la ausencia de

saponinas en esta matriz.
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Los metabolitos encontrados, concuerdan con lo reportado por Llanga (2014), donde
se menciona que el extracto hidroalcohélico de B. incana posee una abundancia de
triterpenos, flavonoides, taninos, azlcares reductores, quinonas, lactonas y
catequinas, mientras que en el extracto acuoso se presentan en menor medida taninos,
flavonoides y azucares reductores, descartdndose a los alcaloides, saponinas y
mucilagos en ambos casos. Asi mismo, Paucar Cuba et al. (2021), indica que
existen compuestos fendlicos, taninos, saponinas, triterpenoides y alcaloides al
realizar una extraccion en etanol absoluto y en base hidroalcohdlica en la misma

matriz vegetal.

Tabla 4. Determinacién cualitativa de los metabolitos presentes en el extracto de
las hojas de B. incana.

Tipo de extraccion

Ensayo Metabolito _ _
Maceracion Infusion
Wagner Alcaloides + -
Dragendorff Alcaloides ++ +
Mayer Alcaloides + +
) Carbohidratos
Fehling ++ +
Reductores
Baljet Cumarinas + +
o Fenoles y/o
Cloruro férrico _ + +
taninos
Gelatina Taninos + +
Liebermann- Triterpenos y/o
+ +
Burchard esteroides
Acetato de cobre Diterpenos + +
Borntrager Quinonas + +
Shinoda Flavonoides + +
Espuma Saponinas +++ -
Resinas Resinas - -
o Aminoécidos
Nihidrina ) - -
libres
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Antocianidinas Antocianidinas - -

Leyenda: + Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia abundante,
- No detectado

De los metabolitos presentes en A. citrodora (Cedrdn) como se demuestra en la Tabla
5, se encontraron alcaloides, carbohidratos reductores y saponinas con gran
abundancia en el extracto etanélico y en menor proporcion en el extracto acuoso, asi
también cumarinas, triterpenos, diterpenos, fenoles, taninos, flavonoides y
aminoacidos libres en la misma proporcion para ambos tipos de extracto. De la misma
forma, los metabolitos secundarios fueron identificados de forma cualitativa por
Rojas Molina et al. (2022) utilizando extracto etandlico de A. citrodora donde se
encontraron alcaloides y triterpenos con una intensidad reducida mientras que
metabolitos como catequinas, saponinas, compuestos fenolicos, quinonas y

flavonoides presentaron una mayor intensidad.

Panchi et al. (2020) en su estudio concuerda con los metabolitos mencionados
anteriormente. Ademas, presenta los metabolitos del extracto acuoso donde se pueden
encontrar azUcares reductores, saponinas, compuestos fendlicos y flavonoides. Asi
mismo, Andramuiio et al. (2022) en un estudio comparativo de los extractos acuoso
y etanolico del A. citrodora reporta la presencia de alcaloides, flavonoides, saponinas
y compuestos fendlicos y taninos en similar proporcion mientras que los triterpenos
tuvieron una mayor intensidad en el extracto etandlico y por su parte los azucares

reductores variaron entre las distintas muestras analizadas por el autor mencionado.

Tabla 5. Determinacién cualitativa de los metabolitos presentes en el extracto de

las hojas de A. citrodora.

Tipo de extraccion

Ensayo Metabolito
Maceracion Infusion
Wagner Alcaloides + -
Dragendorff Alcaloides +++ +
Mayer Alcaloides + .
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Carbohidratos

Fehling + +++
Reductores
Baljet Cumarinas + +
o Fenoles y/o
Cloruro férrico ) + +
taninos
Gelatina Taninos + +
Liebermann- Triterpenos y/o
+ +
Burchard esteroides
Acetato de cobre Diterpenos + +
Borntrager Quinonas - +
Shinoda Flavonoides + +
Espuma Saponinas ++ -
Resinas Resinas - -
o Aminoacidos
Nihidrina _ + +
libres

Antocianidinas Antocianidinas - -

Leyenda: + Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia
abundante, - No detectado

De igual forma, en la Tabla 6 se observan los metabolitos presentes en los extractos
acuoso y etandlico de P. serotina (Capuli), donde existid6 mayor intensidad en los
alcaloides y cumarinas en el extracto etandlico. En menor proporcion se pudieron
hallar carbohidratos reductores, triterpenos, taninos, diterpenos, quinonas,
flavonoides, antocianidinas y aminoacidos libres. Ademas, se evidencié una ausencia

de saponinas en ambos tipos de extracto.

Estos metabolitos asi mismo fueron identificados por Romero et al. (2021), que
reportd la presencia abundante de compuestos fenolicos, taninos, saponinas,
antraquinonas y flavonoides. Ademas, informo6 una menor presencia de carbohidratos,
azucares reductores, triterpenos y alcaloides. Asi mismo, Alvarado & Fuertes (2017)
realizaron el tamizaje fitoquimico de P. serotina donde encontré alcaloides,
antraquinonas, compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y saponinas, ademas,

reporto la presencia de lactonas sesquiterpénicas. De acuerdo con Martino & Sulsen
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(2019), este grupo de metabolitos poseen una diversidad de actividades bioldgicas

como capacidad antimicrobiana, antitumoral, antiviral, antioxidante y

hepatoprotectora.

Tabla 6. Determinacion cualitativa de los metabolitos presentes en el extracto de

las hojas de P. serotina.

Tipo de extraccion

Ensayo Metabolito _ _
Maceracion Infusion
Wagner Alcaloides ++ +
Dragendorff Alcaloides ++ +
Mayer Alcaloides + +
] Carbohidratos
Fehling + +
Reductores
Baljet Cumarinas + +++
o Fenoles y/o
Cloruro féerrico _ + +
taninos
Gelatina Taninos + +
Liebermann- Triterpenos y/o
+ +
Burchard esteroides
Acetato de cobre Diterpenos + +
Borntrager Quinonas + +
Shinoda Flavonoides + +
Espuma Saponinas - -
Resinas Resinas - +
o Aminoacidos
Nihidrina _ + +
libres
Antocianidinas Antocianidinas + +

Leyenda: + Presencia escasa, ++ Presencia relativamente abundante, +++ Presencia

abundante, - No detectado

Cabe recalcar que los polifenoles son metabolitos secundarios que poseen una gran

variedad de estructuras quimicas y actividad bioldgica, con un gran interés nutricional
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debido a su contribuciéon hacia la salud humana (Martin, 2018). Entre estos
compuestos se destacan dos grandes grupos donde se encuentran fenoles y
flavonoides, a los cuales se les atribuyen propiedades relacionadas con la prevencion
y tratamiento de enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer y enfermedades

neurodegenerativas atribuidas a sus metabolitos bioactivos (Pefarrieta et al., 2014).

Por lo tanto, el contenido de fenoles y flavonoides totales presente en cada uno de los
extractos vegetales se cuantificaron mediante el método de Folin-Ciocalteu y el
método de cloruro de aluminio respectivamente. En la Tabla 7 se expresa el contenido
de fenoles totales en mg Equivalente de &cido galico por cada gramo de peso seco
(mg EAG/g PS), mientras que en la Tabla 8 se reporta el contenido de flavonoides
totales en mg Equivalente de quercetina por gramo de peso seco (mg EQ/g PS), para

para los extractos etanolicos y acuosos realizados en ambos casos.

Tabla 7. Cuantificacion del contenido de fenoles totales de las distintas especies

vegetales.
) . Fenoles totales
Especie vegetal Extraccion
mg EAG/g PS
Maceracion 27.703 +6.735
A. arborescens
Infusion 26.605 + 7.501
) Maceracion 78.888 + 8.523
B. incana
Infusion 54.197 + 3.867
) Maceracion 40.987 + 4.128
A. citrodora
Infusién 54.814 + 2.000
) Maceracion 82.160 + 4.192
P. serotina
Infusién 156.543 + 7.610

Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de Acido Galico por cada gramo de peso
seco de extracto (mg EAG/g PS)

El extracto etanolico de A. arborescens (Marco) present6 un contenido fenodlico total
de 27.703 + 6.735 mg EAG/g PS, mientras que su extracto acuoso posee 26.605 +
7.501 mg EAG/g PS con un leve aumento en la matriz hidroalcohdlica. Estos
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resultados son relativamente menores a los reportados por Chamorro (2020), con un
contenido fendlico total de 45.630 + 0,200 y 56,430 + 0,400 mg EAG/g PS para la
misma especie en distintas zonas geograficas, por lo que, este es posiblemente un

factor que tomar en consideracion respecto al contenido de compuestos bioactivos.

El extracto etanolico de B. incana (Quishuar) presentd un contenido fenolico total de
78.888 = 8.520 mg EAG/g PS, mientras que su extracto acuoso 54.197 + 3.867 mg
EAG/g PS, observandose un ligero aumento en el extracto obtenido mediante
maceracion. Estos resultados son considerablemente superiores a los reportados
por Llanga (2014) de 27.470 y 47.400 mg EAG/g PS para la extraccion
hidroalcohdlica de B. incana realizado en distintas zonas geogréficas y presentandose
diferencias entre las mismas. En base a lo mencionado, se considera que sus
condiciones de desarrollo o extraccién intervienen en el contenido de compuestos
bioactivos. Por su parte Guija et al. (2009) y Paucar Cuba et al. (2021), presentaron
un contenido fendlico para la misma especie de 111.780 mg EAG/g PS y 172.580 mg
EAG/g PS respectivamente, mucho mayor al obtenido en este estudio.

El contenido total de compuesto fendlicos presentes en el extracto etanolico de A.
citrodora (Cedrdn) fue de 40.987 + 4.128 mg EAG/g PS, a diferencia del extracto
acuoso que presentd 54.814 + 2.000 mg EAG/g PS, siendo este un valor superior al
obtenido para el extracto etandlico. En contraste, H. M. Rashid et al. (2022) obtuvo
un valor de 117.130 mg EAG/g PS para la extraccion en etanol y 66.600 mg EAG/g
PS para la extraccion acuosa. Estos valores muestran una marcada diferencia entre los
resultados del autor ya que en su estudio reporta valores superiores, ademas la
extraccién en fase acuosa presenta un menor contenido de fenoles totales que en la

fase etandlica.

Asi mismo, Rojas Molina et al. (2022) obtuvo un contenido superior de compuestos,
en su estudio para A. citrodora, reportando 102.130 mg EAG/g PS en extraccién
hidroalcohdlica. Cabe recalcar que, uno de los factores que influye en el contenido de

metabolitos en las matrices vegetales es la ubicacion geografica, esto es respaldado
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por Tammar et al. (2021) al reportar valores de A. citrodora recolectado en cuatro
localidades diferentes de 11.660 £+ 0.120 mg EAG/g PS, 12.750 + 0.130 mg EAG/g
PS, 29.160 + 0.300 mg EAG/g PS y 25.500 £ 0.260 mg EAG/g PS mismos que son

significativamente inferiores a los generados en la investigacion.

En el extracto etandlico y acuoso de P. serotina (Capuli) se encontré un contenido
total de compuestos fendlicos de 82.160 + 4.192 mg EAG/g PS y 156.543 + 7.610 mg
EAG/g PS respectivamente. En cuanto a lo reportado en estudios previos,
Telichowska et al. (2020), utilizando una extraccion en fase acuosa de las hojas
presenta un valor menor al mencionado previamente, de 21.540 mg EAG/g PS para
la especie P. serotina y asi mismo indica un contenido de 37.390 mg EAG/g PS para
la especie P. padus, debido a que en el estudio en mencidn se realizd Gnicamente
centrifugacion y decantacion, lo que puede ser una razon de la diferencia en los

resultados.

Por otra parte, en un estudio realizado en P. pérsica, Kazan et al. (2014) determiné
un contenido de fenoles totales de 79.92 mg EAG/g PS en el extracto de las hojas de
la especie vegetal. En este Gltimo estudio, se utilizd extraccion por fluido supercritico
lo cual es un factor clave para obtener un mayor contenido de compuestos fendlicos

dado que es un método de extraccion no convencional de alto rendimiento.

Tabla 8. Cuantificacién del contenido de flavonoides totales de las distintas

especies vegetales.

Flavonoides totales

Especie vegetal Extraccion
mg EQ/g PS
Maceracion 18.991 + 0.606
A. arborescens )
Infusion 10.260 + 0.315
) Maceracion 21.077 £1.034
B. Incana

Infusion 13.518 + 0.206
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Maceracion 26.271 + 0.997

A. citrodora
Infusién 20.615 +1.785
_ Maceracion 41.217 + 1.816

P. serotina
Infusién 25.625 + 0.368

Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de Quercetina por cada gramo
de peso seco de extracto (mg EQ/g PS)

Segun lo reportado en la Tabla 8 en A. arborescens presentd un contenido total de
flavonoides de 18.991 + 0.606 mg EQ/g PS para el extracto etandlico y 10.260 + 0.315
mg EQ/g PS para el extracto acuoso. Estos resultados son considerablemente mayores
a los obtenidos por Chamorro (2020), que obtuvo 0.599 mg EQ/g PS y 0.657 mg
EQ/g PS para la misma especie, pero se exhibio la mayor cantidad de compuestos
bioactivos en la matriz etandlica en comparacion a los extractos realizados con
metanol y diclorometano en el mismo estudio, por lo que, se le considera como uno
de los solventes mas adecuados para la extraccion, al igual que en la presente

investigacion.

Se obtuvo un contenido total de flavonoides en B. incana de 21.077 + 1.034 mg EQ/g
PS para el extracto etanodlico y 13.518 + 0.206 mg EQ/g PS para el extracto acuoso.
Estos resultados son significativamente menores a los mencionados por Paucar Cuba
et al. (2021), donde se report6é un contenido de flavonoides de 369.24 + 0.070 mg
EQ/g PS para la misma especie, debido posiblemente a que en este estudio se realizd
un proceso de maceracion a 40 °C en etanol al 75%, lo cual favorece a la liberacién

de compuestos bioactivos.

Asi mismo para A. citrodora los valores obtenidos fueron de 26.271 + 0.997 mg EQ/qg
PS para el extracto etanolico y 20.615 = 1.785 mg EQ/g PS para el extracto acuoso,
siendo el extracto etandlico el que mayor contenido de flavonoides presenta. En
contraste con Cheurfa & Allem (2016), los valores obtenidos son considerablemente
superiores a los reportados por los autores, debido a que en su investigacion se

obtuvieron valores de 6.810 + 0.100 mg EQ/g PS para el extracto acuoso y 6.420 +
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0.100 mg EQ/qg PS para el extracto etandlico, siendo en ese caso el extracto acuoso el
que presenta mayor contenido de flavonoides. Por otro lado, Yungan (2019) al
realizar la extraccion en etanol al 70% reporta un valor de 10.893 + 0.050 mg EQ/g

PS que de igual forma es inferior al obtenido en el presente estudio.

Finalmente, para el P. serotina, los valores fueron de 41.217 £ 1.816 mg QE/g PS 'y
25.625 = 0.368 mg QE/g PS para los extractos acuoso y etanolico respectivamente,
de igual forma en esta especie vegetal es el extracto etandlico fue el que posee mayor
contenido de flavonoides. EI-Hawary et al. (2020) en su analisis del contenido de
flavonoides para P. persica reporta un contenido de 31.050, 34.100 y 39.770 mg QE/qg
PS, en extractos de hojas obtenidos mediante maceracion utilizando etanol al 80%
siendo resultados ligeramente cercanos a los reportados en la Tabla 8. En contraste,
Zahid (2019) ha reportado un contenido de flavonoides para P. domestica de 96.130
mg QE/g PS y 94.220 mg QE/g PS para P. pérsica siendo estos valores superiores

tanto a los del estudio presente como a los reportados por EI-Hawary et al. (2020).

3.1.3  Anadlisis de la capacidad antioxidante

Los compuestos antioxidantes son producidos de manera natural por las plantas frente
a condiciones de estrés generadas en su entorno, los cuales presentan una elevada
importancia frente a enfermedades relacionadas con el metabolismo. Dichos
compuestos permiten contrarrestar el estrés oxidativo producido por una
sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno y de esta manera evitar el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer, neoplasia,
arteriosclerosis, entre otras, causadas por dafios producidos en las células (Gallego,
2016; Zarate et al., 2021).

La capacidad antioxidante presente en los extractos vegetales se determiné mediante
el método DPPH. En la Tabla 9 se presenta la actividad antioxidante expresada como
porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH por parte de los extractos etanélico y

acuosos, calculados mediante la Ecuacién 2; adicionalmente se reportan los pumol
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equivalentes de Trolox/L (Tabla 10) obtenidos mediante la curva de calibracion
realizada (ANEXO D).

Tabla 9. Capacidad antioxidante de las distintas especies vegetales.

Planta / A. arborescens B. incana A. citrodora P. serotina
Extraccion % Inhibicion del radical DPPH
Maceracion  79.915 +0.446 °9™  84.619+1.034°*"  70.957 +0.712°"  80.028 + 1.409 P
Infusion ~ 77.408 + 0.523 > ¢ 81.521 +1.017 ¢ 65.408 + 1.090 @  77.464 + 0.738 > ¢

Nota: Los datos que se muestran son la media de 6 réplicas y representan la media y + SD. Las letras diferentes (a, b, c, d, €) en la

misma fila indican diferencias significativas. p < 0.05 ANOVA post hoc prueba de Tukey para los porcentajes de inhibicion.

Extractos etan6licos (Letra sin asterisco); Extracto acuoso (*); Todos los tratamientos (**)

Tabla 10. Contenido equivalente de Trolox de las distintas especies vegetales.

Planta / A. arborescens B. incana A. citrodora P. serotina
Extraccion pmol Equivalente de Trolox/L
Maceracion  448.078 £ 2537  474.837 + 5.884 397.124 + 4.052 448.719 £ 8.014
Infusion 433.810 £2.978  457.221 +5.789 365.558 + 6.201 434.138 + 4.197

Nota: Los datos que se muestran son la media de 6 réplicas y representan la media y + SD.

La actividad inhibitoria del radical libre DPPH presente en A. arborescens fue de
79.915 + 0.446% con 448.078 + 2.537 umol equivalente de Trolox/L y 77.408 +
0.523% con 433.810 £ 2.978 umol equivalente de Trolox/L para los extractos
etandlico y acuoso respectivamente, con un ligero aumento de su capacidad
antioxidante para la matriz hidroalcohdlica. Marin (2019), reportdé en su
investigacion referente a la actividad antioxidante del aceite esencial A. arborescens

una inhibicién del 71.300%, similar a la obtenida experimentalmente.

En contraste, Alvarado & Fuertes (2017) obtuvo un 57.600% de captacion de
radicales libres al emplear una matriz metandlica para la misma especie, siendo menor
a la obtenida en el presente estudio debido posiblemente al tipo de solvente empleado.

Por otro lado, Criollo (2015), present6 un 55.430% de inhibicion para el caso del
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extracto acuoso de A. artemisiifolia y Amina et al. (2014), expuso un 62.040% de
actividad en una matriz metanolica para la variedad A. maritima, siendo resultados
inferiores a los expuestos por la especie de estudio, por lo que, se considera que A.
arborescens posee una mayor cantidad de compuestos bioactivos con capacidad

antioxidante debido a la influencia de su entorno.

En el caso de B. incana, se obtuvo una inhibicion del radical DPPH de 84.619 +
1.034% con 474.837 + 5.884 umol equivalente de Trolox/L y 81.521 + 1.017% con
457.221 *+ 5.789 pumol equivalente de Trolox/L para el extracto etandlico y acuoso
respectivamente. Miranda (2019), reporté una inhibicion DPPH de 67.582% en
relacion con la capacidad antioxidante de B. incana empleando una extraccion en una
fraccion metandlica, lo cual es menor al obtenido experimentalmente en el presente

estudio, posiblemente a causa del solvente empleado en la extraccion.

Por otro lado, Zamorano et al. (2020) obtuvo un contenido equivalete de compuestos
antioxidates de 258.366 + 1.558 umol de Trolox/L al utilizar flores de B. globosa,
presentandose una menor cantidad de componentes bioactivos antioxidantes para esta
especie debido probablemente a las condiciones ambientales o a la seccion de la planta
utilizada con respecto a la de la presente investigacion. Adicionalmente, Adedapo et
al., (2009) obtuvo resultados similares a los propuestos en esta investigacién e indicd
una actividad de eliminacion de radicales DPPH del 93.800% al emplear hojas de la
variedad B. saligna, produciéndose esta elevada inhibicion potencialmente a causa la

cantidad de componentes activos en su composicion.

Asi también para A. citrodora el porcentaje de inhibicion de DPPH fue de 70.957 +
0.712% con 397.124 + 4.052 umol equivalente de Trolox/L para la extraccion en fase
etandlica 'y 65.408 + 1.090% con 365.558 + 6.201 umol equivalente de Trolox/L para
la extraccion en base acuosa. Es evidente que el extracto obtenido mediante
maceracion presenta mayor inhibicion del radical libre, por lo tanto, se puede destacar
que presenta mayor actividad antioxidante con respecto al extracto obtenido mediante

infusion. Rodas & Jaramillo (2017), en un estudio sobre la capacidad antioxidante
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de las hojas de A. citrodora, reportan un 63.900% de inhibicion del radical DPPH para
el extracto alcoholico, mientras que para el extracto acuoso obtuvo un 43% de
inhibicion. De esta forma concuerda con lo obtenido en el presente estudio al

demostrar mayor actividad antioxidante en el extracto etanolico.

Por su parte, P. serotina exhibio porcentajes de inhibicion del radical DPPH de 80.028
+ 1.409% con un contenido de 448.719 £ 8.014 umol equivalente de Trolox/L para el
extracto etandlico y 77.464 + 0.738% con 434.138 + 4.197 umol equivalente de
Trolox/L para el extracto acuoso. Asi mismo, Romero et al. (2021) presenta un
porcentaje de inhibicion de 98.115% con 1011.182 umol equivalente de Trolox/L en
el extracto alcohdlico de hojas de capuli siendo un valor superior al reportado en el
presente estudio.

De igual manera, Nowak et al. (2020) presenta una actividad antioxidante de
85.800% del extracto de hojas de P. domestica utilizando etanol al 70% para la
extracciéon y en el mismo estudio se evidencia una menor actividad al disminuir la
concentracion de etanol en la extraccion. Acorde a la literatura existente, se ha
encontrado que los estudios sobre la capacidad antioxidante de extractos de hojas
capuli son limitados y asi mismo existen escasos estudios sobre las hojas de especies

de la misma familia.

La actividad antioxidante de las plantas esta principalmente asociada a los metabolitos
presentes en las mismas, principalmente compuestos fendlicos y flavonoides (Kumar
et al., 2020). Por lo que, la actividad antioxidante reportada en la Tabla 9 concuerda
con el contenido de fenoles y flavonoides presentados previamente en las Tablas 7 y
Tabla 8, dado que, a mayor contenido de metabolitos, existié una mayor actividad

antioxidante.

A la presencia de estos metabolitos se les asocia otros factores que influyen sobre la

produccion de ingredientes activos como el ecosistema, la cantidad de agua en el
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ambiente, las caracteristicas de suelo, la elevacion, el aire, la luz solar, etc. (Zargoosh
et al., 2019). Por ello, existe gran variabilidad entre los resultados reportados en la
literatura y los hallazgos de esta investigacion, dado que las condiciones a las que se
encuentra al material antes de la recoleccion son distintas. Ademas, como menciona
Pisoschi et al. (2016) la metodologia de extraccidn es imprescindible para aprovechar
el potencial bioactivo de las plantas. Es asi como el método empleado por los autores
sobre los cuales se contrastd podria haber interferido significativamente sobre los

resultados.

En el ANEXO F se reportan los analisis de varianza ANOVA realizados para los
extractos etandlicos y acuosos, donde se determind individualmente la existencia de
diferencias significativas en los promedios de los porcentajes de actividad
antioxidante entre los extractos evaluados de cada planta, por lo que, al emplearse una
prueba HSD Tukey a un nivel de confianza del 95% se establecié una mayor actividad
antioxidante estadisticamente significativa en los extractos etanolicos con respecto a

los acuosos para cada una de las especies vegetales.

Asi mismo, al realizar una comparacion entre las técnicas de maceracion e infusion
aplicadas para las distintos matrices vegetales, se presentdé la mayor actividad
antioxidante en el extracto de B. incana (Quishuar) tanto para base etandlica como
para acuosa (Figura 12 y Figura 13).
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diferentes (a, b, ¢, d) indican diferencias significativas. p < 0.05 ANOVA post hoc prueba de Tukey

para los porcentajes de inhibicion. Extractos etanolicos (Letra sin asterisco).
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Figura 13. Actividad antioxidante presente en los extractos acuosos de las cuatro especies

vegetales.

Nota: Los datos que se muestran son la media de 6 réplicas y representan la media y + SD. Las letras
diferentes (a,b,c,d,e) indican diferencias significativas. p < 0.05 ANOVA post hoc prueba de Tukey
para los porcentajes de inhibicién.; Extractos acuosos (*).
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Por otro lado, al realizar una comparacion entre todos los tratamientos se determind
que los extractos de A. arborescens (Marco), B. incana (Quishuar) y P. serotina
(Capuli) tanto etanolicos como acuosos presentaron una actividad antioxidante
significativamente mayor respecto al control positivo (Trolox) a un nivel de confianza
del 95%, siendo el extracto de B. incana etandlico el que posee la mayor capacidad

antioxidante con relacion a los demas extractos del estudio (Figura 14).
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Figura 14. Actividad antioxidante presente en los dos tipos de extracto de las
cuatro especies vegetales.

Nota: Los datos que se muestran son la media de 6 réplicas y representan la media y + SD. Las letras
diferentes (a, b, ¢, d, e) indican diferencias significativas. p < 0.05 ANOVA post hoc prueba de Tukey

para los porcentajes de inhibicion. Todos los tratamientos (**)

3.14 Evaluacion de la capacidad hipoglucémica

Las plantas medicinales poseen propiedades diversas, por lo que, su estudio en las
Gltimas décadas ha incrementado y existen cada vez mas investigaciones enfocados
en caracterizar sus actividades bioldgicas (Khadayat et al., 2020). De entre las
actividades que poseen los compuestos naturales se encuentran moléculas capaces de

inhibir la actividad de las enzimas o-amilasa y a-glucosidasa (Tran et al., 2020).
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La enzima a-amilasa es la responsable de hidrolizar el almidon en moléculas simples,
facilitando el ingreso de la glucosa en la sangre, por lo que al inhibir la enzima se
puede reducir la hiperglucemia postprandial en pacientes (Poovitha & Parani, 2016).
Los bioactivos presentes en las matrices vegetales son capaces de inhibir la actividad
de esta enzima por lo que, el ensayo de inhibicion de a-amilasa se utilizd para
determinar la actividad hipoglucemiante en los extractos vegetales al emplearse

concentraciones entre 100 y 500 pg/mL.

Cabe recalcar que los compuestos bioactivos presentes en matrices vegetales acttan
como inhibidores enzimaticos los cuales afectan de manera parcial o completa sobre
actividad catalitica de la enzima, pero en el caso de a-amilasa, no se conoce con
certeza el mecanismo de inhibicion producida por los polifenoles (Corkovié et al.,
2022). Se han encontrado diversas investigaciones enfocadas en la relacion existente
entre la reduccién de la digestion del almidén producida por interacciones entre
polifenoles y enzimas digestivas (Sun et al., 2020). Estos compuestos se dividen en
acidos fenolicos, flavonoides, lignanos y estilbenos, siendo los flavonoides el grupo
mas relevante y extenso en esta categoria el cual incluye a los flavonoles, flavonas,

flavanonas, isoflavonas y antocianinas (Corkovié et al., 2022).

Los extractos de A. arborescens (Marco) exhibieron una actividad inhibitoria del
41.195 + 1.411% vy del 48.954 + 1.558% para la extraccion acuosa y alcohodlica
respectivamente a 500 pug/mL (Figura 15). Existen numerosos estudios donde se
evidencia la actividad inhibitoria de enzimas digestivas en especies de la familia
Asteraceae, como es el caso del reportado por Kidane et al. (2018), donde se
obtuvieron valores similares de inhibicion enzimatica del 37.500 + 3% y 37.500 + 5%
para extractos realizados en cloroformo y agua destilada de la especie Psiadia
punctulata perteneciente a la familia de estudio al utilizar la misma concentracion de
referencia (500 pg/mL).

Del mismo modo, Anjali & Rohit (2021) en su investigacion present6 una inhibicion

del 46.190% en el extracto de Artemisia pallens perteneciente a la familia Asteraceae
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a una concentracion inferior a la utilizada, la cual fue del 312.500 pg/mL, por lo que,
se considera que esta actividad bioldgica se encuentra relacionada con los compuestos

bioactivos presentes en la familia de estudio.

Marco (A. arborescens)
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Figura 15. Inhibicion enzimdtica de a-amilasa por los extractos de A. arborescens.

Para el caso de B. incana (Quishuar), se presentd una inhibicién de la actividad
biologica de a-amilasa del 34.917 + 1.317% para la matriz acuosa 'y 41.015 + 1.721%
para el extracto hidroalcohdlico a una concentracién de 500 pg/mL (Figura 16),
evidenciando un ligero aumento de actividad inhibitoria en el extracto etandlico.
Chemjong (2021), demostré que el extracto metandlico de B. asiatica exhibe una
actividad inhibitoria del 23.738 + 3.69% al utilizar una concentracion similar al

realizado en el presente estudio (625 pg/mL).

Por su parte, Elhady et al. (2021), exhibi6 una inhibicion enzimatica del 50% para la
variedad B. indica con una concentracion menor de extracto obtenido en metanol
absoluto (385.060 pg/ml), presentando una mayor inhibicion en comparacion a la
especie utilizada. La variacion en la actividad enzimatica podria deberse a la

incidencia factores externos que promuevan la produccion de compuestos bioactivos
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como el grado de maduracion de las hojas, condiciones de cultivo o la especie

empleada descritos previamente.

Quishuar (B. incana)
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Figura 16. Inhibicion enzimdtica de a-amilasa por los extractos de B. incana.

Por su parte, los extractos etandlico y acuoso de A. citrodora (Cedrén), exhibieron una
actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa del 33.676 = 1.930% y 26. 940 + 1.727%
respectivamente utilizando una dosis de 500 pug/mL del extracto. Segun lo observado
en la Figura 17 el valor superior lo alcanza el extracto etanolico a la dosis indicada.
En el estudio realizado por Avila-Reyes et al. (2019) en una comparativa de 10
especies vegetales de la familia Verbenaceae, encontr6 que A. grattisima posee un
porcentaje de inhibicion inferior al 40% a una dosis de 10 mg/mL siendo este resultado
similar al de la presente investigacion, Unicamente Verbena menthifolia demostrd
actividad inhibitoria del 58.47% a dicha dosis.

Ademas, de las otras especies del género Aloysia se determind que la inhibicion es
directamente proporcional a la concentracion de extracto utilizada dado que al
disminuir la concentracion disminuye la actividad. Asi también Gamboa-Gémez et

al. (2022) exhibi6 una inhibicion enzimética producida por Lippia graveolens del 50%
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a una dosis de 25.2 mg/mL siendo esta una dosis superior a la utilizada en la

investigacion presente.

Cedroén (A. citrodora)
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Figura 17. Inhibicion enzimdtica de a-amilasa por los extractos de A. citrodora.

Con respecto a P. serotina (Capuli), mostré porcentajes de inhibicion de 23.606 +
3.267% y 19.353 £ 0.804% para los extractos etandlico y acuoso respectivamente. El
porcentaje mas elevado de inhibicidn enzimatica se establece para el extracto en base
etandlica (Figura 18). Wojdylo & Nowicka (2021) en su estudio, analizé la
actividad enzimatica del extracto etanolico en las hojas de la especie P. armeniaca
de 3 localidades distintas, donde obtuvo resultados de inhibicion del 50% a las dosis
de 3.32, 7.52 y 7.23 mg/mL de extracto. Siendo estas dosis superiores a las utilizadas,
por lo que se puede establecer que la concentracion del extracto juega un papel

fundamental para la inhibicion de la enzima.

Asi también Ayele et al. (2021) realiz6 el analisis de la actividad hipoglucemiante
del extracto etanolico de hojas de Rubus Erlanrige que forma parte de la familia

Rosaceae y desmostro la inhibicion del 50% de la actividad enzimatica con una dosis
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de 7.340 pg/mL siendo esta una concentracion mucho menor a la utilizada. Por otra
parte, Prakash & Sagar, (2019) evaluaron la capacidad inhibitoria del extracto
metanodlico de hojas de P. persica donde se obtuvo una inhibicion maxima de
75.080% y asi mismo el extracto acuoso demostro actividad del 50%, en ambos casos
cuando la dosis utilizada fue la de 1 mg/mL.

Capuli (P. serotina)
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Figura 18. Inhibicion enzimatica de a-amilasa por los extractos de P. serotina.

Se considera que la inhibicion de a-amilasa producida por los polifenoles podria
deberse a la presencia de grupos hidroxilo en su estructura, capaces de formar uniones
con las cadenas laterales de aminoécidos presentes en el sitio activo de la enzima,
mediante enlaces de hidrégeno que generan un cambio conformacional que inactiva
a la enzima (Varghese & Mehrotra, 2020).

Entre los compuestos quimicos que presentan estas caracteristicas se encuentran los
taninos y las antocianinas, Boath et al. (2012) y J. Xiao et al. (2013), determinaron
que los elagitaninos y las proantocianidinas generan una inhibicion competitiva de la
enzima, pero depende del tipo de extraccion realizada, dado que se pueden obtener
composiciones distintas de polifenoles en cada caso. Por otro lado, Kaeswurm et al.
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(2019), exhibié que los acidos fendlicos como el acido clorogénico presenta una
inhibicidbn no competitiva respecto a la a-amilasa, mientras que la malvidina
(antocianina) presentd una inhibicion competitiva, lo cual concuerda con los estudios

previos.

Estos compuestos quimicos o sus semejantes podrian encontrarse en los extractos
vegetales de estudio en base a la caracterizacion fitoquimica realizada, sin embargo
cada uno de los extractos puede poseer fracciones distintas de los metabolitos, de esta
forma cada fraccion de metabolitos sera responsable de un distinta actividad, por lo
cual no se puede relacionar directamente el contenido de metabolitos cuantificados
con la actividad hipoglucemiante, sino mas bien existirdn fracciones especificas

involucradas en la inhibicion de las enzimas.

Segun lo que se reporta en el Anexo G, se compard la actividad enzimatica a través
de un analisis de varianza ANOVA seguido de la prueba HSD Tukey a un nivel de
confianza del 95% para cada uno de los extractos a las diferentes concentraciones
establecidas. Se observd que existieron diferencias significativas entre la actividad
enziméatica a las diferentes concentraciones analizadas. Ademaés, los resultados
revelaron que la mayor capacidad inhibitoria para cada matriz vegetal se presenta a la
concentracion de 500 pg/mL en los extractos etandlico y acuoso con respecto a las

otras concentraciones, siendo esta la mejor dosis.

Por consiguiente, se realiz6 una comparacién con la concentracién que presentd una
mayor actividad inhibitoria (500 pg/mL) para cada tipo de extracto (Figura 19) y
(Figura 20) y se establecio que existieron diferencias significativas entre las especies
en los extractos acuosos y etandlicos respectivamente. Ademas, se observo que la
especie que mayor actividad inhibitoria exhibio6 fue A. arborescens (Marco) y la que
menor actividad presento fue P. serotina (Capuli) tanto para los extractos etanélicos

como para los extractos acuosos.
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Figura 19. Inhibicion enzimatica de a-amilasa de los extractos etanoélicos de las cuatro
especies vegetales.
Nota: Los datos que se muestran son la media de 4 réplicas y representan la media y = SD. Las letras
diferentes (a, b, ¢, d) indican diferencias significativas. p < 0.05 ANOVA post hoc prueba de Tukey

para los porcentajes de inhibicién. Extractos etantlicos (Letra sin asterisco).
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Figura 20. Inhibicion enzimdtica de a-amilasa de los extractos acuosos de las
cuatro especies vegetales.

Nota: Los datos que se muestran son la media de 4 réplicas y representan la media y + SD. Las letras
diferentes (a, b, c, d) indican diferencias significativas. p < 0.05 ANOVA post hoc prueba de Tukey
para los porcentajes de inhibicién. Extractos acuosos (*)
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Finalmente, al realizar una comparacion entre todos los tratamientos (extracto acuosos
y etanolicos) se establecid que el mejor fue el del extracto etanolico de A. arborescens
(Marco) y este mismo presento diferencias significativas en la actividad inhibitoria
con respecto al extracto acuoso, siendo este un patron repetitivo en las otras especies.
Lo que sugiere que el método de extraccién influye sobre la actividad enzimatica.
Cabe destacar que todos los tratamientos obtuvieron un menor porcentaje de
inhibicidn con respecto al farmaco estandar Acarbosa (control positivo) a la dosis de
500 pg/mL reportado por Murugesan et al. (2015). Estas comparaciones se pueden
apreciar en la Figura 21 donde se presenta un diagrama de barras con los porcentajes

de inhibicidon de los extractos y un control positivo de referencia.
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Figura 21. Inhibicion enzimdtica de a-amilasa en los dos tipos de extracto de las
cuatro especies vegetales.

Nota: Los datos que se muestran son la media de 4 réplicas y representan la media y £ SD. Las
letras diferentes (a, b, ¢, d, e, f) indican diferencias significativas. p < 0.05 ANOVA post hoc prueba

de Tukey para los porcentajes de inhibicion. Todos los tratamientos (**)
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se obtuvieron los extractos de las 4 especies vegetales mediante el método de
maceracion e infusion. El extracto de Marco present6 10.3% de rendimiento para
el extracto etandlico y 12.5% de rendimiento para el extracto acuoso. Para el caso
del Quishuar se obtuvo 11.1% de rendimiento para el extracto etandlico, y 10.6%
para el extracto acuoso. Por otra parte, el cedron revel6 15.5% de rendimiento
para la fase etandlica y 18.3% para la fase acuosa. Finalmente, el capuli presento

17.2% de rendimiento para el extracto etandlico y 16.6% para el acuoso.

Se determind el perfil fitoquimico de las 4 especies vegetales, evidenciandose la
presencia de saponinas, alcaloides, carbohidratos reductores, fenoles, triterpenos,
diterpenos, taninos, flavonoides para los extractos de Marco, Quishuar, Cedron y
Capuli, mientras que las cumarinas y azlcares reductores se encontraron ausentes
Unicamente en el extracto de Marco. Por otro lado, quinonas y antocianidinas solo
se presentaron en el caso del Capuli. Asi mismo, se determind el contenido de
fenoles y flavonoides totales en todas las matrices vegetales, obteniéndose una
mayor cantidad de compuestos bioactivos en los extractos realizados en base

etandlica.

Se analiz6 la actividad antioxidante presente en las matrices de Marco, Quishuar,
Cedron y Capuli, donde se exhibio la mayor actividad en los extractos realizados
en base etandlica con valores expresados en inhibicion del radical DPPH del
79.91%, 84.61%, 70.95% y 80.02% respectivamente, los cuales presentan una
actividad semejante o mayor al Trolox empleado como control positivo. Los
extractos tanto etandlicos como acuosos realizados presentaron una elevada
actividad antioxidante, a causa de la elevada cantidad de metabolitos secundarios,
destacando a los fenoles y flavonoides como principales responsables de esta

actividad.
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e Se determind que los extractos de Marco, Quishuar, Cedron y Capuli presentan la
capacidad de inhibir la actividad de la enzima a-amilasa, debido en gran mayoria
a los compuestos fenolicos, flavonoides y polisacaridos bioactivos presentes en
su estructura. Se establecié que la dosis de 500 pg/mL fue la que mejores
porcentajes de inhibicion produjo y los tratamientos que mayor actividad
inhibitoria exhibieron fueron los extractos etandlicos de Marco con 48.953 +
1.558% vy el de Quishuar con 41.014 = 1.721% siendo estos los mayores

porcentajes de inhibicion obtenidos.

4.2 Recomendaciones

e Aplicar cromatografia liquida HPLC y espectroscopia de masas por resonancia
magnética nuclear para identificar con mayor precision los compuestos
bioactivos presentes en las matrices vegetales de estudio.

e Realizar un analisis de acoplamiento molecular para comprender las
interacciones que existen entre los compuestos bioactivos y la enzima.

e Determinar la capacidad antioxidante en las especies vegetales de estudio
empleando otros métodos de medicion de la capacidad antioxidante como FRAP,
ABTS, TRAP, entre otros.

e Emplear distintos solventes y una mayor variedad de métodos de extraccion para
aumentar el rendimiento y la cantidad de metabolitos secundarios obtenidos de

la fuente vegetal.
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ANEXOS

Anexo A. Autorizacion de recoleccion sin fines comerciales del Ministerio del

Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica.

4V
GUILLERMO LASSO

A .
4 Gobierno ‘ PRESIDENTE

“7 A del Encuentro

PRONUNCIAMIENTO FAVORABLE No. MAATE-ARSFC-2022-2801

Sr. CUNALATA LASCANO ERICK BLADIMIR,

Una vez que la propuesta para Autorizacion de Recoleccién de Especimenes de la Diversidad
Biolégica Sin Fines Comerciales para Investigacion Cientifica, ha sido analizada, el Ministerio del
Ambiente y Agua en uso de las atribuciones que le confiere el Acuerdo Interministerial
SENESCYT-MAE N°001 aprueba el Proyecto Evaluacion in vitro de la actividad antioxidante e
hipoglicemica de extractos de plantas medicinales andinas., al haber cumplido con los
parametros técnicos, administrativos y legales, establecidas en la ley.

Por lo dispuesto, se solicita realizar el pago correspondiente en:

BANECUADOR

RUC MAATE: 1768192860001 )

CUENTA CTE. No. 3001480604 / SUB-LINEA: 190499

TIPOS DE SERVICIOS: Servicios de Areas Protegidas y Vida Silvestre
En base a lo dispuesto en el Texto Unificado de la Legislaciéon Ambiental Secundaria.
Atentamente,

LAGLA CHIMBA BYRON ADRIAN

DIRECCION DE BIODIVERSIDAD

Ministerio del Ambiente, Agua y Transiciéon Ecolégica

Direccion: Calle Madrid 1159 y Andalucia N 7 171
Caodigo postal:
Teléfono
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Anexo B. Preparacion de los extractos

Figura 24. Eliminacion de solvente mediante evaporacion al vacio.
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Absorbancia

Figura 25. Resultado de la extraccion A: Maceracion B: Infusion.

Anexo C. Determinacion de metabolitos secundarios

Figura 26. Pruebas de tamizaje fitoquimico.

Estandar de Acido Galico
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y =0,0027x + 0,113
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Figura 27. Curva de calibracion de Acido Galico.
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Absorbancia

Figura 28. Determinacion de fenoles totales.

Estandar de Quercetina

y =0,0155x + 0,0183
R?=0,9991
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Concentracion QE mg/L

Figura 29. Curva de calibracién de Quercetina

Figura 30. Determinacion de flavonoides totales
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Figura 31. Uso de espectrofotdmetro para lectura en placa.

Anexo D. Analisis de la capacidad antioxidante

Figura 32. Preparacion del reactivo DPPH
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Inhibicién DPPH (%)
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Figura 33. Curva calibracion Trolox

Figura 34. Placa de 96 pocillos método DPPH.

Anexo E. Determinacioén de la actividad enzimatica.

Figura 35. Placa de 96 pocillos método DNS.
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Anexo F. Analisis estadistico de la capacidad antioxidante
Marco (Ambrosia arborescens)

ANOVA Simple - Inhibicion DPPH (%) por Tipo de Extracto
Variable dependiente: Inhibicién DPPH (%)

Factor: Tipo de Extracto

NUmero de observaciones: 12

NuUmero de niveles: 2

Tabla ANOVA para Inhibicién DPPH (%) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 18.8558 1 18.8558 79.69 0.0000

Intra grupos 2.3662 10 0.23662

Total (Corr.) 21.222 11

Pruebas de Multiple Rangos para Inhibicion DPPH (%) por Tipo de Extracto
Metodo: 95.0 % Tukey HSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
Acuoso 6 77.4085 A
Etanolico 6 79.9155 B

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Quishuar (Buddleja incana)

ANOVA Simple - Inhibicion DPPH (%) por Tipo de Extracto
Variable dependiente: Inhibicion DPPH (%)

Factor: Tipo de Extracto

NUmero de observaciones; 12

NUmero de niveles: 2
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Tabla ANOVA para Inhibicién DPPH (%) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Gl Cuadrado  Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 28.8038 1 28.8038 27.35 0.0004
Intra grupos 10.5312 10 1.05312
Total (Corr.) 39.3351 11

Pruebas de Multiple Rangos para Inhibicion DPPH (%) por Tipo de Extracto
Método: 95.0 % Tukey HSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
AcCu0s0 6 815211 A
Etandlico 6 84.6197 B

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Cedron (Aloysia Citrodora)

ANOVA Simple - Inhibicion DPPH (%) por Tipo de Extracto
Variable dependiente: Inhibicion DPPH (%)

Factor: Tipo de Extracto

NUmero de observaciones: 12

Ndmero de niveles: 2

Tabla ANOVA para Inhibicién DPPH (%) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 92.3841 1 92.3841 108.95 0.0000

Intra grupos 8.47927 10 0.847927

Total (Corr.) 100.863 11
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Pruebas de Multiple Rangos para Inhibicion DPPH (%) por Tipo de Extracto
Meétodo: 95.0 % Tukey HSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
Acuoso 6 65.4085 A
Etandlico 6 70.9577 B

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Capuli (Prunus serotina)
ANOVA Simple - Inhibicion DPPH (%) por Tipo de Extracto

Variable dependiente: Inhibicion DPPH (%)
Factor: Tipo de Extracto

NUmero de observaciones: 12

NuUmero de niveles: 2

Tabla ANOVA para Inhibicion DPPH (%) por Tipo de Extracto

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 19.7128 1 19.7128 15.58 0.0027

Intra grupos 12.6499 10 1.26499

Total (Corr.) 32.3626 11

Pruebas de Multiple Rangos para Inhibicion DPPH (%) por Tipo de Extracto
Meétodo: 95.0 % Tukey HSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
Acuoso 6 77.4648 A
Etandlico 6 80.0282 B

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa
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Comparacion de la capacidad antioxidante entre todas las especies vegetales en

base etandlica

Comparacion de Varias Muestras
Muestra 1: Marco Etandlico
Muestra 2: Quishuar Etandlico
Muestra 3: Cedrédn Etanolico

Muestra 4: Capuli Etandlico

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 588.582 3 196.194 208.60 0.0000

Intra grupos 18.8106 20 0.940528

Total (Corr.) 607.393 23

Pruebas de Multiple Rangos

Meétodo: 95.0 % Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
Cedroén Etandlico 6 70.9577 A
Marco Etandlico 6 79.9155 B
Capuli Etandlico 6 80.0282 B
Quishuar Etandlico 6 84.6197 C

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Comparacion de la capacidad antioxidante entre todas las especies vegetales en

base acuosa

Comparacion de Varias Muestras
Muestra 1: Marco Acuoso

Muestra 2: Quishuar Acuoso
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Muestra 3: Cedrén Acuoso

Muestra 4: Capuli Acuoso

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 873.517 3 291.172 382.72 0.0000

Intra grupos 15.216 20 0.760801

Total (Corr.) 888.733 23

Pruebas de Multiple Rangos

Meétodo: 95.0 % Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
Cedrdn Acuoso 6 65.4085 A
Marco Acuoso 6 77.4085
Capuli Acuoso 6 77.4648
Quishuar Acuoso 6 81.5211 C

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Comparacion de la capacidad antioxidante entre todas las especies vegetales

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 1781.76 8 222.72 294.55 0.0000
Intra grupos 34.0266 45 0.756146
Total (Corr.) 1815.79 53
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Pruebas de Multiple Rangos
Meétodo: 95.0 % Tukey HSD

Casos  Media Grupos Homogéneos
Cedron Acuoso 6 65.4085 A
Cedron Etandlico 6 70.9577 B
Control (Trolox) 6 71.38 B
Marco Acuoso 6 77.4085 C
Capuli Acuoso 6 77.4648 C
Marco Etandlico 6 79.9155 D
Capuli Etandlico 6 80.0282 D
Quishuar Acuoso 6 81.5211 D
Quishuar Etandlico 6 84.6197 E

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Anexo G. Analisis estadistico de la actividad hipoglucemiante de las distintas

especies vegetales.

Comparacion de la actividad hipoglucemiante en cada concentracion realizada enb

las matrices vegetales

Marco (Ambrosia arborescens)

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 4073.83 9 452.648 62.38  0.0000
Intra grupos 217.707 30 7.25688

Total (Corr.) 4291.54 39

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
Etandlico 100 ug 4 12,9343 A
Etandlico 200 ug 4 19.1078 A B
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Acuoso 100 pug 4 22.0431 B C

Etandlico 300 ug 4 23.779 BCD

Acuoso 200 ug 4 27.9809 CDE
Acuoso 300 ug 4 29.6234 DE
Acuoso 400 ug 4 32.8289 E
Etandlico 400 ug 4 33.946 E
Acuoso 500 ug 4 41.1949 F
Etandlico 500 ug 4 48.9536 G

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Quishuar (Buddleja incana)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 2779.97 9 308.886 36.67 0.0000
Intra grupos 252.696 30 8.4232
Total (Corr.) 3032.67 39

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
Etandlico 100 ug 4 9.56206 A
Etandlico 200 ug 4 19.3597 B
Acuoso 100 pg 4 19.7642 B
Acuoso 200 ug 4 22.0583 B C
Etandlico 300 ug 4 22,5172 BCD
Acuoso 300 ug 4 25.8968 BCD
Acuoso 400 pg 4 27.8267 CcCD
Etanolico 400 ug 4 29.4229 DE
Acuoso 500 ug 4 34.9165 EF
Etandlico 500 ug 4 41.0147 F

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa
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Cedron (Aloysia citrodora)

Tabla ANOVA

Fuente  Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

Entre grupos 2302.8 9 255.867 42.78 0.0000
Intra grupos 179.427 30 5.98089
Total (Corr.) 2482.23 39

Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
Etandlico 100 ug 4 10.1298 A
Acuoso 100 ug 4 10.7228 A B
Acuoso 200 pg 4 124005 A B
Etanolico 200 ug 4 136338 A B
Etandlico 300 ug 4 16.0412 BC
Acuoso 300 ug 4 16.2072 B C
Acuoso 400 ug 4 20.9473 CD
Etanolico 400 ug 4 26.622 DE
Acuoso 500 ug 4 26.94 E
Etandlico 500 ug 4 33.6762 F

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Capuli (Prunus serotina)

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1369.35 9 152.15 23.59 0.0000
Intra grupos 193.475 30 6.44917
Total (Corr.) 1562.82 39

Pruebas de Multiple Rangos
Metodo: 95.0 % Tukey HSD
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Casos Media Grupos Homogéneos

Etandlico 100 ug 4 436448 A

Acuoso 100 ug 4 578711 A

Acuoso 200 pug 4 786322 A B
Acuoso 300 pug 4 8.85689 A B
Etandlico 200 ug 4 044029 A B
Etandlico 300 ug 4 12.2024 BC
Acuoso 400 pg 4 12.637 BC
Etanolico 400 ug 4 16.7708 CD
Acuoso 500 ug 4 19.3535 CD
Etandlico 500 ug 4 23.6055 D

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Comparacion entre la actividad hipoglucemiante entre todos los extractos en base

etanolica a 500 pug/mL

Comparacion de Varias Muestras
Muestra 1: Marco Etandlico
Muestra 2: Quishuar Etandlico
Muestra 3: Cedrdn Etanolico

Muestra 4: Capuli Etandlico

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 1397.3 3 465.767 94.13 0.0000

Intra grupos 59.3785 12 494821

Total (Corr.) 1456.68 15
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Pruebas de Multiple Rangos

Metodo: 95.0 % Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
Capuli Etandlico 4 23.6055 A
Cedrén Etandlico 4 33.6762 B
Quishuar Etandlico 4 41.0147 C
Marco Etandlico 4 48.9536 D

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Comparacion entre la actividad hipoglucemiante entre todos los extractos en base

acuosa a 500 pg/mL

Comparacion de Varias Muestras
Muestra 1: Marco Acuoso

Muestra 2: Quishuar Acuoso
Muestra 3: Cedrén Acuoso

Muestra 4: Capuli Acuoso

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos 1083.06 3 361.019 196.35 0.0000

Intra grupos 22.0633 12 1.83861

Total (Corr.) 1105.12 15
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Pruebas de Multiple Rangos

Metodo: 95.0 % Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
Capuli Acuoso 4 19.3535 A
Cedrdn Acuoso 4 26.94 B
Quishuar Acuoso 4 34.9165 C
Marco Acuoso 4 41.1949 D

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa

Comparacion entre todas las especies vegetales a 500 pg/mL en base etandlicay

acuosa

Comparacion de Varias Muestras
Muestra 1: Control (Acarbosa)
Muestra 2: Marco Acuoso

Muestra 3: Marco Etandlico
Muestra 4: Quishuar Acuoso
Muestra 5: Quishuar Etandlico
Muestra 6: Cedron Acuoso

Muestra 7: Cedron Etanolico
Muestra 8: Capuli Acuoso

Muestra 9: Capuli Etandlico

Tabla ANOVA

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razdn-F Valor-P

Cuadrados Medio

Entre grupos 11720.6 8 1465.08 485.69 0.0000
Intra grupos 81.4445 27 3.01646
Total (Corr.) 11802.1 35

Pruebas de Multiple Rangos
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Meétodo: 95.0 % Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
Capuli Acuoso 4 19.3535 A
Capuli Etandlico 4 23.6055
Cedrdn Acuoso 4 26.94
Cedrén Etandlico 4 33.6762 C
Quishuar Acuoso 4 34.9165 C
Quishuar Etandlico 4 41.0147 D
Marco Acuoso 4 41.1949 D
Marco Etandlico 4 48.9536 E
Control (Acarbosa) 4 83.827 F

En aquellas letras que forman la misma columna no se presenta una diferencia significativa
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