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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar la actividad hipoglucemiante del extracto
hidroalcohdlico de hojas y fruto de Synsepalum dulcificum (fruta milagrosa) en ratones Mus
musculus con diabetes inducida por estreptozotocina (STZ). Para la obtencion de los extractos se
dejé macerar el material vegetal en etanol al 70% por 72 horas. Seguido de lo cual se concentr6 en
rotavapor. El analisis in vivo se realizé induciendo la diabetes con estreptozotocina de 150 mg/kg.
Los animales fueron distribuidos al azar sesenta y tres ratones en nueve grupos de siete animales
cada uno, considerando un primer grupo blanco normoglicémicos, el segundo grupo positivo
(acarbosa), tercer grupo control negativo estreptozotocina y el cuarto, quinto, sexto, séptimo, octavo
y hoveno grupo se administrd extractos hidroalcoholicos de hojas y fruto de 30 -60 mg/kg
respectivamente, se midieron los niveles de glucosa en horas y en dias después de la administracién
de los tratamientos; posteriormente se realiza el andlisis estadistico de los datos en el programa
MiniTab19, aplicando un ANOVA vy el test Tukey para comprobar la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos administrados. Los ensayos in vitro que se realizaron,
determinaron en el tamizaje fitoquimico la presencia de los flavonoides, taninos y quinonas que fue
corroborado con la cromatografia de capa fina la presencia de posibles flavonoides. Dando como
resultados para que las dos dosis administradas tengan la actividad hipoglucemiante casi en su

totalidad en un tiempo de 5 horas la hiperglucemia inducida, siendo la dosis de 30 y 60 mg/kg en
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hojas las mas efectivas que el control positivo acarbosa. Se puede concluir que las hojas podrian ser
empleado como un potencial antidiabético, y debido a la presencia de flavonoides presentaria
importantes efectos antioxidantes lo que evitaria posteriormente en el paciente el

desencadenamiento del sindrome metabdlico.

Palabras clave: <BIOQUI’MICA>, <PRODUCTOS NATURALES>, <Synsepalum dulcificum>,
<FLAVONOIDES>, <FENOLES>, <ANTIOXIDANTES>, <ACTIVIDAD
HIPOGLUCEMIANTE>, <RATON (Mus musculus)>, <DIABETES>.

Firmado digitaimente por
LU I S LUIS ALBERTO CAMINOS
VARGAS
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ABSTRACT

The objective of the research was to determine the hypoglycemic activity of the hydroalcoholic
extract of leaves and fruit of Synsepalum dulcificum (miracle fruit) in Mus musculus mice with
streptozotocin-induced diabetes (STZ). To obtain the extracts, the plant material was macerated in
70% ethanol for 72 hours. Followed by which he concentrated on rotary evaporation. In vivo
analysis was performed by inducing diabetes with 150 mg / kg streptozotocin. Sixty-three mice
were randomly distributed into nine groups of seven animals each, considering a first
normoglycemic white group, the second positive group (acarbose), third negative control group
streptozotocin and the fourth, fifth, sixth, seventh, eighth and ninth group was administered
hydroalcoholic extracts of leaves and fruit of 30-60 mg / kg respectively, glucose levels were
measured in hours and in days after the administration of the treatments; Later, the statistical
analysis of the data is carried out in the MiniTab19 program, applying an ANOVA and the Tukey
test to verify the existence of significant differences between the treatments administered. The in
vitro tests that were carried out determined the presence of flavonoids, tannins and quinones in the
phytochemical screening, which was corroborated with thin layer chromatography the presence of

possible flavonoids. Giving as results so that the two doses used have the hypoglycemic activity

XVii



almost in its entirety in a time of 5 hours the induced hyperglycemia, being the dose of 30 and 60
mg / kg in leaves the most effective than the acarbose positive control. It can be concluded that the
leaves could be used as a potential antidiabetic, and due to the presence of flavonoids it would
present important antioxidant effects, which would subsequently prevent the triggering of the

metabolic syndrome in the patient.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <NATURAL PRODUCTS>, <Synsepalum dulcificum>,
<FLAVONOIDS>, <PHENOLS>, <ANTIOXIDANTS>, <HYPOGLYCEMIANTE ACTIVITY>,
<MOUSE (Mus musculus)>, <DIABETES>.
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INTRODUCCION

Planteamiento del problema

La Diabetes Mellitus Tipo Il (DM2) es una enfermedad metabdlica cronica no transmisible,
caracterizada por la hiperglucemia cronica y la alteracion de procesos metabdlicos de los
carbohidratos, lipidos y proteinas (Joshi 2015, p. 1965). La DM2 ocasiona alteraciones multiorganicas
que incluyen la insulinorresistencia en el musculo y tejido adiposo, con un progresivo deterioro de
la funcion y dafio estructural de las células betas pancreéaticas (Reinehr, Reinehr y Jugendklinik, 2013, p.

271).

A nivel mundial, en el 2016 la diabetes fue la causa directa de 1,5 millones de fallecimientos,
ademas de un cofactor importante en la muerte de otras 2,2 millones de personas segun reportes
elaborados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), para el 2045 se estima que afectara
aproximadamente a 700 millones de personas (Oms, 2016, p. 12). En cuanto al diagndstico, en el 2014
se calculé que el 8,5% de personas adultas padecia diabetes, estas cifras estas relacionadas con
factores de riesgo como: la edad, sexo, sobrepeso, obesidad, antecedentes, hipertension arterial,
desorden alimenticio, falta de actividad fisica, tabaquismo, origen étnico, inadecuada nutricion

durante el embarazo que afecta al nifio en desarrollo, entre otros (Rivera, Joyc y Pedraza, 2018).

En el Ecuador la DM2 representa actualmente un problema de Salud Publica, debido al namero
creciente de personas que la padecen, junto a las complicaciones y discapacidad que puede
desarrollar, esto representa un alto costo social y econémico para el paciente, la familia y el Estado.
En el afio 2017 se presentaron un total de 4895 defunciones a causa de la DM, 2289 hombres y

2606 mujeres, del nimero total de afectados el 90,3% present6 DM2 (Zavala 2018, p. 37).

Actualmente para el tratamiento de la diabetes se usa insulina y agentes orales hipoglucemiantes
como biguanidas, tiazolidinedionas, glinidas, glitazonas, sulfonilureas e inhibidores de a-
glucosidasa (Insulina humana (accion rapida), Insulina humana NPH (accion intermedia),
Tolbutamida, Glipizida, Metformina, Glibenclamida, acarbosa). El problema principal con estos
ultimos son los efectos secundarios graves que presentan algunos pacientes, siendo lo mas peligroso

el aparecimiento de accidentes vasculares y la muerte (Nidia, Patricia y Juan, 2017, pp. 204-206).



Las terapias alternativas son opciones cada vez mas aceptada para el tratamiento de la diabetes. La
razén se debe a que un sinnimero de, especies vegetales presentan compuestos con gran actividad
bioldgica tales como: alcaloides, flavonoides, &cidos fendlicos, saponinas y terpenoides; estas
sustancias act(ian a través de varios mecanismos para disminuir la cantidad de insulina en sangre,
estimulan la secrecion de insulina, inhiben enzimas que participan en el metabolismo de hidratos de

carbono y favorecen la regeneracion de las células betas (Castro, 2014, pp. 108-114).

Diferentes estudios han demostrado que especies como: Justicia chlorostachya (insulina),
Cinnamomum zeylanicum (canela), Urtica dioica (ortiga), Oreocallis grandiflora, Opuntia ficus-
indica (tuna) y Syncepalum dulcificum (fruta milagrosa) poseen fitocosntituyentes hipoglicemiantes

(Garcia y Dias, 2015, p. 73).

La fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum), es una planta originaria de Africa occidental, su fruto
ha sido utilizado como saborizante de alimentos debido al gran dulzor que otorga (Chen, Liu y Cheng,
2006, p. 7); este producto y sus beneficios son poco conocidos en el Ecuador. Por lo que, el cultivo
de esta especie se encuentra de manera esporadica en sectores especificos del pais como la

Amazonia y Santo Domingo de los Tséachila.

La presente investigacion pretende comprobar si los extractos hidroalcohdlicos del fruto y hojas de
Synsepalum dulcificum cultivadas en el pais poseen actividades hipoglucemiantes. En Africa y
China es comun la utilizacion de esta planta para tratamiento de diferentes enfermedades, entre las
que se encuentra la Diabetes, patologia considerada como un crecimiento problema de Salud
Mundial.

Justificacion del estudio

El género Synsepalum de la familia Sapotaceae son de especial interés debido a la bioactividad de
sus componentes fitoquimicos. Investigaciones de Africa, China y EEUU han mostrado que los
responsables del efecto son los metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides, &cidos
fenolicos, saponinas y terpenoides (Wakeford et al., 2018, p. 102). Sin embargo, en América del Sur, son
pocos los estudios de esta especie como inhibidor de la actividad hipoglucemiante. Razon por la
cual se plantea dar a conocer algunas de las propiedades y beneficios que puede ofrecer la planta y
el fruto.



Estadisticamente, en Ecuador se evidencia un incremento significativo de la mortalidad en los
ultimos afios a causa de la DM2, con un total de 4895 defunciones en el afio 2017, se prevé que
estas cifras podrian incrementar de forma alarmante debido al aumento de factores de riesgo. Por lo
que es vital importancia buscar alternativas terapéuticas a partir de fuentes naturales (zavala-

calahorrano 2018, p. 35).

Las plantas han sido y contintan siendo la fuente primaria de los medicamentos en el mundo.
Actualmente, el 50% de todos los farmacos en uso clinico se derivan de productos naturales; las
plantas superiores contribuyen al 25% del total (Garcia y Dias 2015, p. 45). En los paises en desarrollo,
el 80% de las personas utilizan la medicina tradicional debido a su asequibilidad y la aceptabilidad

cultural (Gonzélez, 2011, p. 98).

A pesar de los problematicos efectos secundarios de la insulina y otros agentes hipoglucemiantes
orales, estos siguen siendo los farmacos de eleccidn primaria en el tratamiento clinico de diabetes y
trastornos relacionados (Garcia y Dias, 2015, p. 25). En la actualidad, se desea hallar compuestos que
puedan compararse con la seguridad y el perfil de eficacia de los agentes hipoglucemiante
tradicionales, se busca ademéas que posean poder antioxidante para lograr de esta forma palear
patologias relacionadas como afecciones isquémicas, enfermedades inflamatorias y las diversas
formas de lesion organica (Navaro y Maria, 2015). En los uUltimos afios, mas de 649 tratamientos
naturales con plantas para la DM han sido registrados, pero solo un pequefio nimero de estos han

recibido evaluacién cientifica y médica para su eficacia (Castro, 2014, p. 109).

El género Synsepalum incluye alrededor de 450 especies, distribuidas desde el sur de EEUU hasta
América del Sur. En Ecuador existe cerca de 10 géneros y 98 especies de familias, principalmente
localizadas en bosques secos y bosques himedos tropicales a ambos lados de los Andes (Mendoza,

Ayala y Mendoza, 2015, p. 207).

En América Latina y Ecuador son muchas especies que sin ser descubiertas y estudiadas, por ende
es importante investigarlas y contribuir de esta forma lo estipulado en el Plan Nacional de
desarrollo Todo una Vida en el inciso d15, que menciona: “Impulsar programas de investigacion,
formacién y actualizacién que respondan a las potencialidades y necesidades territoriales,
promoviendo la insercion laboral de manera eficiente”(“PLAN ESTRATEGICO INSTITUCIONAL”, 2018,

p. 26).

De igual forma, el estudio de Synsepalum dulcificum supone el fortalecimiento de saberes

ancestrales que han sido mermados por la cultura acelerada, la pérdida de bosques primarios y el



paso inclemente del tiempo no solo en Ecuador si no en todas partes del mundo. A través de la
etnobotanica ha sido posible el rescate de conocimientos milenarios para el aprovechamiento
sostenible de la biodiversidad vegetal y sobre todo su devolucién a los pueblos indigenas en

armonia con las nuevas generaciones cientificas y académicas.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

v Determinar la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohélico de hojas y fruto de

Synsepalum dulcificum (fruta milagrosa) en ratones Mus musculus.

Objetivos especificos

v Identificar cualitativamente la presencia de los metabolitos secundarios de Synsepalum
dulcificum a través de tamizaje fitoquimico.

v' Evaluar el efecto hipoglucemiante a diferentes dosis del extracto hidroalcohélico de
hojas y fruto de la fruta milagrosa en animales de experimentacion con hiperglucemia
inducida por estreptozotocina.

v' Comparar el efecto hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de Synsepalum

dulcificum con la acarbosa en una hiperglucemia inducida con estreptozotocina.



CAPITULO |

1. MARCO TEORIO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

Existen varios estudios de especies vegetales con actividad hipoglicemiante, como la investigacion
realizada por la Universidad Nacional Cheng Kung (China) en 2006, en el cual menciona que el
empleo del polvo liofilizado de Synsepalum. dulcificum tiene efecto sobre la resistencia de insulina
en ratas alimentadas con fructosa, por ende, sugieren que se puede usar como un coadyuvante para

el tratamiento de pacientes diabéticos (Chen, Liu & Cheng 20086, p. 4).

La miel de agave (Agave americana L) a 70° C presenta de igual forma actividad antidiabética,
comparable a la obtenida con el control positivo (metformina) (Liliana 2013, p. 10). Otra especie
interesante es Oreocallis grandiflora la cual al parecer podria actuar inhibiendo la alfa-amilasa
(David 2014, p. 65). Se considera que los metabolitos secundarios responsables de la actividad
biologica podrian ser los flavonoides; para la estimacion de su cantidad se utilizan técnicas
analiticas espectrofotométricas y métodos de extraccion especificos para purificar los componentes

activos (David, 2014, p. 67).

Otro estudio realizado fue por Catacuman, S. en 2015, el cual evalu6 la actividad hipoglucemiante
de las hojas de Jungia rugosa, para lo cual se administro la fraccion flavénica en ratones con
diabetes grave y leve; el extracto disminuyé los niveles de glucosa en ambos grupos de ratones
diabéticos. Este estudio indic6 que la actividad esta relacionada con la presencia de luteolina y

apigenina identificadas mediante andlisis HPLC (Sonia, 2015, p. 9).

En Peru, Talavera 2017 menciona que la actividad hipoglucemiante del fruto de Physalis peruviana
L. “flavonoides aguaymanto”, se debe a los flavonoides aislados. En el estudio se indujo diabetes

con aloxano en ratas, el compuesto responsable del efecto son las isoflavonas (Medina 2017, p. 75).

El extracto hexanico, metanolico y el obtenido con acetato de etilo de Clusia latipes han presentado
actividad inhibitoria de la alfa-glucosidasa, siendo los extractos de acetato de etilo y metanolico los
de mayor potencia. Clusia latipes contiene alcaloides, flavonoides, quinonas, saponinas y taninos.

La inhibicién mas alta sobre la alfa-glucosidasa se presentd con la fraccion de acetato de etilo de
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hojas con Cls, de 0,90 ug/mL, mostrando ser 270 veces mas eficaz que la acarbosa (control
positivo). La actividad antioxidante mas potente se evidencio6 con las fracciones de hojas y tallos de
acetato de etilo en DPPH (SCsx: 4,70 ug/mL y 3,58 ug/mL) y ABTS (SCs: ug/mL y 2,27 ug/mL)

(Rivas Silva 2017, p. 52).

En 2017, la Universidad de Ibadan Nigeria, Olabisi y Clement se refieren al potencial antidiabético
de los extractos de Synsepalum dulcificum administrados a ratas albinas diabéticas tipo Il, a estos
animales de experimentacién se administr6 en distintas dosis los extractos, obteniendo resultados

significativamente 6ptimos (Obafemi & Akinmoladum Obafemi y Akinmoladum, 2017, p. 1).

Finalmente, la Gltima investigacion elaborada por la Universidad Nacional Mayor de San Marcos en
2018, demostrd la actividad hipoglucemiante y antioxidante del extracto alcohélico del fruto de
Morinda citrifolia (noni) siendo efectivo en ratas inducidas con diabetes mellitus tipo 2 por aloxano

(Nakamura, Demarini & Whu 2018, p. 12).

1.2. Marco conceptual

1.2.1. Especie en estudio
Synsepalum dulcificum “Fruta milagrosa”.

1.2.2. Clasificacién taxondmica

TAXONOMIA
Reino Plantae
Division Mangnolioplyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Sapotaceae
Género Synsepalum
Especie Synsepalum dulcificum
Nombre Vulgar Fruta milagrosa

Fuente: Global Biodiversity Information Facility, 2019



Nombres comunes
Fruta milagrosa, baya milagrosa, fruta magica, milagrosa o fruta del sabor.
A nivel mundial se la reconocen como: Miracle Berry, Miracolous Berry, Miracle fruit, Baya

milagrosa, Baya magica, (Wakeford et al., 2018).

1.2.3. Familia Sapotaceae

1.2.3.1. Caracteristicas

En América se encuentra aproximadamente 450 especies distribuidas desde el sur de los Estados
Unidos hasta América del Sur (leon 2011, p. 18). En Ecuador, esta familia esta representada por 10
géneros y 98 especies (Ledn, Yanez 2011, p. 28). La caracteristica relevante de la Sapotaceae es que son
arboles maderables cuyo fruto abayado sirve de alimentos a los mamiferos, especialmente roedores

y en algunas ocasionalmente para el hombre.

Cabe recalcar que, debido a la tala indiscriminada y aumento de terrenos para la agricultura, este
tipo de especie se ve en peligro de extincion, sobre todo en las regiones subtropicales del Ecuador.
Sin embargo, no seria de sorprenderse si nuevas especies y nuevos registros de Sapotaceae se
encuentran en un futuro cercano, como es el caso de cultivos de la fruta milagrosa Synsepalum

dulcificum.

El espécimen vegetal mas conocido de la familia Sapotaceae es el sapote fruta comestible y de uso
ancestral; algunos géneros de estos arboles también producen una cantidad importante de latex, en

tanto que las semillas son fuentes de aceites (Burkat & Hill 1979, p. 307).

1.2.4. Género Synsepalum

1.2.4.1. Caracteristicas

Synsepalum es un género de plantas de la familia Sapotaceae y comprende aproximadamente 35
especies de arbustos de hojas perennes (Rokni & Darbyshire 2019, p. 115). Dentro de este género se
encuentra la Fruta milagrosa. El origen del género data de hace miles de afios en Africa, se ha
determinado que el ancestro comin mas antiguo pertenece al periodo del Mioceno, pero se cree que

su origen es mucho maés antiguo, en cuanto al estudio fitofamacoldgico cabe indicar que la fruta



milagrosa posee metabolitos secundarios tales como: flavonoides, antioxidantes, taninos,
quercetina, tocoferoles, B-sitoesterol, catequinas, acido clorogénico entre otros (Chen y Cheng 20086, p.
79).

Las raices de la fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) contiene &cido vanilico, que inhibe las
células cancerosas de la piel y posee una alta actividad antioxidante, mientras que el tallo, contiene
B-sitosterol y estigmas terol, compuestos con efecto antiinflamatorio, antineoplasico, antipirético, e
inmunomodulador (Fandohan & Chadare 2017, p. 18). A diferencia de los edulcorantes artificiales como
el ciclamato (ciclohexilsulfamato) y la sacarina, la miraculina previene el riesgo de carcinogénesis

(Fandohan & Chadare 2017, p. 19).

1.2.5. Descripcion botanica

Synsepalum dulcificum (Fruta milagrosa) es un arbol o arbusto de 3 a 4 metros de altura pueden
Ilegar hasta los 10 metros (Carmen & Manuel 2016, p. 37). Crecen en climas célidos y himedos, y sobre
suelos &cidos (pH <5,8). Posee hojas perennes que miden de 5-10 cm de largo, 2-3,7 cm de ancho,
mientras que las flores son de color blanco. La frutas milagrosa madura es de color rojo brillante,
mide aproximadamente entre 3 a 4 cm de longitud y estan agrupadas en los extremos de las ramas
figura 1-1. Cada fruto contiene una capa delgada de pulpa comestible, con un sabor leve a cerezo,
en la parte interior de la carne contiene una sola semilla marrén negruzca brillante con forma ovoide
de 1,5 cm. Su componente principal es la “miraculina”, una glicoproteina que se enlaza en las
papilas gustativas y enmascara completamente los sabores acidos y amargos durante un tiempo

prolongado, entre 30 a 60 minutos (Carmen & anuel 2016, p. 89).

Figura 1-1: llustracién botéanica de Synsepalum dulcificum

Fuente: Tropical plants 2020.



1.2.6. Propiedades medicinales

En la medicina popular se utiliza todas las partes de la planta (Synsepalum dulcificum),
principalmente con fines medicinales, alimenticios y espirituales, ya sea esta cruda o procesada
(polvo, infusién o coccidn) (Fandohan 2017, p. 19). Las hojas se usaban para el tratamiento de los
trastornos del sistema urogenital (debilidad sexual, enuresis) e infecciones (malaria, ictericia). Los
tallos por su parte como antiinflamatorio, antineoplasico, antipirético e inmunomodulador en
animales, mientras que el extracto de la raiz, por el contenido de acido clorogénico, se utiliza para
inhibir las células cancerosas de la piel (Fandohan & Chadare 2017, p. 29), en cuanto a la fruta no hay
registro que indiquen que cura el cancer, lo que si hace, es aliviar los terribles efectos secundarios
de la quimioterapia de una manera real e inmediata (Naivy & Elio 2011, p. 97). La fruta afecta los
receptores de la lengua, después de ingerir una sola baya, el sabor de la comida que la persona

consume en la siguiente hora cobra un potencial inesperado (Naivy & Elio 2011, p. 109).

1.3. Composicién quimica de la fruta (synsepalum dulcificum)

1.3.1. Composicién quimica

La composicion quimica de la “fruta milagrosa” se ha determinado por diversos métodos. La parte
comestible de esta fruta es muy pequefia, debido al gran tamafio de su semilla. La cantidad de agua
gue contiene la pulpa es elevada, siendo esta de 65.33%, carece de grasa y el contenido de azlcares
simples es bajo tabla 1-1, por lo que la fruta posee un gran potencial para ser usada en pacientes
con diabetes y obesidad (Matinez & Navaro 2016, p. 21), la presente determinacion fue realizado en
Vietman en la que especifica que la temperatura Optima para preserva la fruta Synsepalum

dulcificum es de 1-4 °C.

Tabla 1-1: Composicién quimica nutricional de las bayas de Synsepalum dulcificum

Contenido nutricional de la “fruta milagrosa” Contenido g/100g del peso fresco
Agua 65,33
Grasa 0,2




Proteina 0,10

Carbohidrato 22,5
Monosacaridos 5,6
Fibra dietética 12,5
Vitamina A 37,3
Vitamina C 40,1
Cenizas 0,99
Compuestos fenodlicos totales 625,57

Fuente: Tran Danh Thé, 2010. Composicion quimica de la baya Synsepalum dulcificum

1.3.2. Composicion aminoécidica

La variedad y combinacién de aminoacidos presente en un alimento afecta las caracteristicas
organolépticas, es decir influye el sabor, aroma y color. Linskens 1988, indica que la cantidad de
aminodcidos sirve para determinar la autenticidad del jugo de un producto, y justamente, es este
parametro que se aprovecha para identificar la fruta milagrosa basandose en su alto contenido
aminoacidico tabla 2-1, de igual forma, esta caracteristica quimica sugiere que podria ser empleada
como materia prima para la produccion de diversos productos alimenticios, farmacéuticos o

suplementos de dieta (Carmen & Manuel 2016, p. 81).

Tabla 2-1: Composicion aminoacidica de la fruta Synsepalum dulcificum en porcentajes.

Aminoacidos Porcentaje (%0) Aminoacidos Porcentaje (%0)
Triptéfano 8,055% Isoleucina 0,7%
Fenilalanina 1,35% Metionina 1,05%
Prolina 0,4% Valina 0,69%
Treonina 1,1% Histidina 0,4%
Alanina 0,5% Glutamina 1,02 %
Acido glutamico 1,6% Glicina 0,7%
Serina 0,3% Arginina 1%
Acido aspartico 0,1% Asparagina 1,23%
Lisina 0,6% Leucina 0,6%

Fuente: Nutricién comunitaria 2016. Composicién aminoacidica
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1.3.2.1. Miraculina

,—HBD - Py

A R Y A
Hed FI ) S TEN
< i - A J bV € =% .

S

b

e L,'-‘V

\ f
\ m‘."
\ s

(\-, < <
-

Figura 2-1: Estructura dimérica de la miraculina
Fuente: ScienceDirect 2007

La miraculina como se observa en la figura 2-1, es un glicoproteina de origen vegetal, en su
caracterizacion se indica que es una N-glicoproteina basica con un peso molecular de 42.000 Da,
termolabil, estable en rangos amplios de pH de 3 a 12 y sensible a pH iguales o inferiores a 2 (Rosa 'y
Navarrete 2016, p. 20). Siendo empleada para modificar el sabor de acido a dulce en alimentos ricos en
acidos organicos, aunque es insipida; la adicion de (100 ug) de este compuesto puede neutralizar,
con una persistencia de 1- 2 h, la sensacion acida de los alimentos, como el zumo de limén (Rosa y

Navarrete 2016, p. 23).

Cabe recalcar que, la proteina miraculina es muy sensible a la temperatura al someteral al calor se
inactiva perdiendo asi la propiedad de enmascarar los sabores acidos, condiciones que se debe

considerar al trabajar en el laboratorio (Matinez & Periago 2016, p. 41).

1.3.3. Composicion mineral en las hojas de la fruta milagrosa

Las hojas de Synsepalum dulcificum contienen una gran cantidad de minerales como se indica en la
tabla 3-1, estas determinaciones han sido realizadas mediante la utilizacién de un espectrometro de
absorcion atdémica, en Fitomedicina, Unidad de Toxicologia y Metabolismo de farmacos,
Departamento de Bioguimica, Universidad Federal de Tecnologia, Akure, Nigeria (Obafemi &

Akinmoladun 2017, p. 113).
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Tabla 3-1: Contenido mineral en hoja de Synsepalum dulcificum

Metales mg/100g

Cobre 1,10
Zinc 4,16
Magnesio 291,0
Plomo 0,01
Manganeso 8,70
Calcio 830,0
Hierro 26,30
Sodio 102,0
Potasio 1850,0

Fuente: (Obafemi y Akinmoladun 2017, p. 116)

1.4. Distribucion Geografica a nivel mundial

Los paises donde se ha localizado el cultivo y la produccion del arbol o arbusto de la fruta

milagrosa (Synsepalum dulcificum), se detalla en la tabla 4-1 (Dc y Daniell, 2020).

Tabla 4-1: Distribucién Mundial de la fruta milagrosa

Pais Fecha de introduccion
EE.UU 8/1988
Nigeria 1/1996

Costa rica 4/1982
Taiwan 9/2009
Australia 6/1999
Gabon 1/2004
Honduras 8/1065

Brasil 11/2005
Ecuador 2/1994
Panama 4/1972
Ghana 6/1970
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Cameroon 4/1986
Fuente: GBIF (Global biodiversity information facility-2020)

La distribucion geogréfica de la fruta milagrosa (Synsepalum dulcificum) a nivel mundial se
presenta en la figura 3-1. La informacion se encuentra disponible en la base de datos de plantas el
Departamento de agricultura de los Estados Unidos, en la cual se detalla toda la informacién acerca

del espécimen (EE.UU, 2020).

Figura 3-1: Distribucion Geografica a nivel mundial (Synsepalum dulcificum)

Fuente: (Discovery Life, 2020)

1.4.1. Localizacion de los cultivos en Ecuador

En el pais el mayor cultivo de este arbusto se da en la zona tropica himeda, en la provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas, figura 4-1, en la parroquia rural Luz de América; a una altura de 655
msnm, con una temperatura promedio de 22,9°C. Se localizan dos hectareas de cultivos con
aproximadamente 800 mil plantas, las cuales pertenecen a la empresa “ECUAFORESTAR”. Se ha

observado ademas, que existen pequefias jardineras en otras zonas aledafias del Ecuador.
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UBICACION FRUTA
MILAGROSA EN EL
ECUADOR

Figura 4-1 Ubicacion de la fruta milagrosa S. dulcificum en Ecuador

1.5. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos que se originan de fuentes biolégicas como plantas,
animales o microorganismos de origen terrestre 0 marino (Neivy & Elio 2011, p. 196), estas sustancias
guimicas no son esenciales para el crecimiento y el desarrollo del organismo, pero, a menudo son
exclusivos de especies que ofrecen bioactividades estructuralmente Gnicas y selectivas (Lankatillake &
Dias 2019, p. 35). Las estrategias modernas en la investigacion de productos naturales se centran en la
bioactividad e implican inicialmente la seleccion de especies basadas en el conocimiento
etnofarmacoldégico, el uso tradicional o informacién quimiotaxonémica; posteriormente se procede
con el aislamiento guiado por bioensayo y la identificacion de compuestos. (Lankatillake & Dias 2019, p.

37).

1.5.1. Polifenoles

Las plantas con polifenoles o compuestos fenolicos presentan de un 30-60% de fenoles totales.
Quimicamente, los compuestos fendlicos poseen como molécula principal al fenol, este a su vez se
compone de un anillo aromatico denominado fenil sustituido con un grupo hidroxilo (OH). A partir
de esta molécula base pueden presentar diversos grupos en las cadenas laterales permitiendo su
clasificacion en: fenoles simples, acidos fenolicos, flavonoides, taninos y por altimo los flavonoles

en donde destacan las quercetinas y merecitina (Prakash & Gupta 2012, p. 25).
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Debido a su estructura quimica son considerados importantes antioxidantes para la dieta del ser
humano y se encuentran presentes en diferentes productos, como frutas, hortalizas, raices y
cereales. Muchos de los compuestos fendlicos participan en el desarrollo de la planta, proteccion
contra patdgenos y exposicion de las radiaciones UV mediante generacion de polifenoles. Ademas,

estos polifenoles son responsables del color y sabor de las plantas (pueden dar astringencia).

1.5.1.1. Efectos de los compuestos fendlicos

La caracteristica principal de los compuestos fenélicos es su habilidad para bloquear la accién de
enzimas especificas que causan inflamacion, modifican los pasos metabdlicos de las
prostaglandinas, inhiben la activacién de carcindgenos, son antioxidantes y como tales atrapan
radicales libres y previenen que estos se unan y dafien a las moléculas de DNA (paso critico en la
iniciacion de procesos carcinogénicos) y evitan la peroxidacion lipidica. El dafio estructural en las
membranas de las células normales alteran el transporte de molécula través de estas afectando el

crecimiento y proliferacion celular (Prakash & Gupta 2012, p. 30).

1.5.2. Flavonoides

Los Flavonoides son responsables de color de las flores y del fruto de diversas especies vegetales.
Estructuralmente los flavonoides figura 5-1, constan de tres anillos; un anillo benzopirano 2-fenil
junto a un anillo fendlicos dihidroxilados en las posiciones 5-7, un segundo anillo que puede
contener O-CH3 y que generantemente es mono-hidroxilado, orto-hidroxilado o-victrihidroxilados,
y el tercer anillo que puede ser un anillo heterociclico. Los flavonoides por sus caracteristicas
estructurales pueden clasificarse en cuatro grupos: flavanos (catequina), flavanoles (quercetina),

flavonas, antocianidinas e isoflavonas (Praka & Gupta 2012, p. 26).
Por numerosos estudios se han logrado identificar mas de 5 mil tipos de flavonoides, los cuales se

pueden hallar en diferentes tipos de alimentos consumidos por el ser humano tales como: cereza,

vino, té verde o negro, soja, entre otros.
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Figura 5-1 Estructura de los flavonoides
Fuente: (Research Gate. 2010)

Antioxidantes

En los diferentes mecanismos de proteccion celular, intervienen estructuras moleculares conocidas
como antioxidantes que previenen o evitan la oxidacion; las concentraciones empleadas con bajas
con respecto al sustrato oxidado y actlan estabilizando las ROS, transformando a moléculas menos

activas, blogueando la unidn al oxigeno o capturando los radicales libres (Prakash & Gupta 2012, p. 29).

1.5.3. Actividad antioxidante

Los flavonoides actian como agentes antiinflamatorios, antiulcerosos, antitumorales y
anticancerigenos. La utilidad terapéutica de los flavonoides se ha demostrado frente a hemorragias
gastrointestinales, reacciones a la radiacion, eritroblastosis, cistitis hemorragica, tuberculosis,

hemofilia, enfermedades periodontales y trastornos oftalmicos.
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Los flavonoides al ser potente quelantes se unen con metales de transicion (hierro y cobre), inhiben
la formacion de radicales libres catalizados por metales de transicion figura 6-1. Los puntos
probables de unién de metales a flavonoides son los grupos o-difendlicos, en posicion 3,4 dihidroxi
del anillo B y el 5-hidroxi en el anillo C. Por esta razén, los metales de transicién quelados no
estarian disponibles para interactuar con otros compuestos e iniciar reacciones biolégicamente

perjudiciales (Prakash & Gupta 2012, p. 29).

H +
\O-__,'M‘e n

\

Figura 6-1: Quelacién de metales de transicion con flavonoides

[Me ™ = iones de metales de transicion Fe*?, Cu']

Fuente: (The Open Nutraceutical Journal, 2009)

1.5.4. Actividad biol6gica

Los efectos biolégicos de los fenoles son de gran interés, se han encontrado evidencia de que
ofrecen proteccion contra la patogénesis gastroduodenal, el envejecimiento prematuro, la
inflamacion, la disfuncién metabolica, céancer, enfermedades neurodegenerativas Yy
cardiovasculares.

Los polifenoles inhiben la oxidacion del LDL in vitro pardmetro que se considera como mecanismo
clave en la aterosclerosis. Cabe indicar que, ciertos estudios han demostrado que el consumo de
bebidas y alimentos ricos en polifenoles da como resultado una susceptibilidad reducida de LDL a
la oxidacion inducida ex vivo por Cu*?. Los flavonoides son carrofieros efectivos de radicales libres,
responsables del dafio del ADN y promocion tumoral (Inglett & Chen 2011, p. 142). Su actividad
anticancerigena se expresa mediante multiples mecanismos como la activacion y mejora de las
actividades de las enzimas antioxidantes o la inhibicién de ciertas enzimas como P-450 encontradas
en el higado (Inglett & Chen 2011, p. 144).

Ademas, se ha informado que los flavonoles y la flavona inhiben las enzimas del citocromo P-450

mientras que la genisteina y la quercetina inhiben la proteina tirosina quinasa involucrada en los
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procesos proliferativos de la célula. Las catequinas afectan la sefializacion celular y la progresion
del ciclo celular al inhibir favorablemente las vias de transduccion de sefiales mediadas por factores
de crecimiento epidérmicos y derivados de plaquetas. Se han demostrado que la apigenina, luteolina
y quercetina causan paro del ciclo celular y apoptosis por mecanismo dependiente de p53 (Prakash &

Gupta 2012, p. 29).

1.6. Diabetes

La diabetes es una patologia crénica de gran importancia en la salud pablica y es considerada como
la epidemia silenciosa de la siglo XXI (Garcia 2018, p. 206) (Joshi 2015, p. 109). La enfermedad avanza
progresiva y paulatinamente, los sintomas de afectacion a los diferentes drganos aparecen varios
afios después del inicio de la enfermedad. Durante este periodo, emergen las complicaciones graves

e irreversibles propias de la hiperglucemia (zavala & Fernandez 2018, p. 76).

En el Ecuador la DM2 representa un problema de Salud Pablica, debido al nimero creciente de
personas que la padecen, junto a las complicaciones y discapacidad que puede desarrollar (Mortality
diabetes 2016, p. 1), causa cambios individuales lo que representa un alto costo social y econémico
para el paciente, la familia y el Estado (Navaro & Beatriz 2015, p. 98). Ademas, se evidencia un
incremento significativo de la mortalidad en los ultimos afios a causa de la DM2 en el pais, con un
total de 4895 defunciones en el afio 2017 y con proyecciones poco favorables para el futuro (zavala
& Fernandez 2018, p. 4). En 2017, la Federacion Internacional de Diabetes, expresa que la incidencia
de esta patologia ha tenido un incremento significativo a nivel mundial en las Ultimas décadas, de
108 millones de adultos entre 20 y 79 afios en 1980, a 422 millones en 2014 (Lépez & Marguello 2018,
p. 117). Por otra parte en 2016 la OMS indica que ocurre a nivel mundial aproximadamente 1.5
millones de muertes por afio a causa de la DM2 y se estima que afectara aproximadamente a 700
millones de personas para el afio 2045 (Zavala & Fernandez 2018, pp. 4-5). Datos poco alentadores
ofrecen los 318 millones de adultos que presentan alteraciones en el metabolismo de la glucosa, y
que podrian en un gran porcentaje de desarrollar DM2 en los proximos afios. La enfermedad
cardiovascular ateroesclerética en personas menores de 70 afios, es la principal causa de muerte
como comorbilidad en pacientes con DM2 en Ecuador y el mundo, llegando a 16 millones de
muertes por afio (37%). Por ende la Salud Publica se ve afectada a nivel mundial y local, debido a
los gastos econdémicos directos e indirectos que varian de $1000 a $10000 por paciente en un afio;

sin embargo, estas cifras dependen de la localizacion, complicaciones y tratamiento de las mismas
(Lankatillake & Huynh 2019, p. 3).
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1.6.1. Fisiopatologia

Como ya se menciono, la diabetes, es una condicidn patolédgica en la que predomina un aumento del
nivel de glucosa en sangre lo que conlleva a un desorden metabdlico que tiene consecuencias sobre
diferentes o6rganos, siendo estas las complicaciones de la enfermedad con dificil tratamiento.
Existen dos tipos de diabetes mellitus que son: DM-1 o insulino-dependiente y DM-2 o No

insulino-dependiente.

1.6.2. Diabetes mellitus tipo | (DM-1)

Este tipo de diabetes es una enfermedad inflamatoria cronica causada por la destruccion de las
células B del pancreas; la funcion primordial de estas células es la secrecidn de insulina en respuesta
al incremento de glucosa en la sangre, debido a esta patologia las personas con este tipo de diabetes
necesitan una inyeccion diaria de insulina para regular la glucemia (OMs, 2015, p. 11). Se sabe que en
la actualidad existe distintas causas por las cuales puede ocurrir la destruccion de los islotes como:
virus, agentes quimicos, autoinmunidad cruzada o incluso, alteraciones genéticas. Sin embargo la
mayor susceptibilidad para desarrollar DM-1 se halla en los genes del antigeno leucocitario humano
(HLA clase Il) del cromosoma 6, lo cual contribuye con el 50% del riesgo (Cervantes y Prenso 2017, p.
101). Los sintomas de un elevado nivel de glucosa en el torrente circulatorio son: poliuria,

polidipsia, pérdida de peso, polifagia, alteraciones de la vista y cansancio (Alvares & Peralta 2019, p. 16).

1.6.3. Diabetes mellitus tipo 11 (DM-2)

La DM-2 o insulinodependiente surge debido al uso ineficaz de la insulina en el cuerpo. Este tipo de
diabetes es la mas comun en todo el mundo, y en gran parte es resultado del exceso de peso corporal
y la inactividad fisica (WHO, 2018, p. 2), se asocia a enfermedades cardiovasculares (ECV) y
resistencia a la insulina en la periferia de los tejidos y defecto secretor de insulina de las células B
(WHO, 2018, p. 2). La DM-2 suele ser mas comln en mujeres con historial de diabetes gestacional.

Cabe indicar que la hiperglucemia se desarrolla gradualmente, puesto que inicialmente es leve y no
provoca sintomas y pasa desapercibida durante afios. Entre el 30% y 50% de los pacientes con DM-

2 desconocen que son diabéticos al momento del diagnostico, pero lamentablemente a esas alturas
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ya han desarrollado complicaciones crdnicas (Alvarez & Peralta 2019, p. 17). A menudo la DM-2 forma
parte del sindrome metabdlico, junto con alteraciones como obesidad, hipertension arterial,

dislipemia e incremento en el riesgo cardiovascular (Alvarez & Peralta 2019, p. 17).

1.6.3.1. Complicaciones de la diabetes

Retinopatia.

La retinopatia es una patologia diabética que afecta la vista y causada un deterioro de los vasos
sanguineos que lleva al tejido sensible a la luz lo cual se encuentra en retina. Al principio puede no
haber sintomas, pero a lo largo de plazo puede causar perdida de la vision (OMS 2015, p. 13).

Existen dos tipos de retinopatia que son; no proliferativa y proliferativa.

La retinopatia no proliferativa se caracteriza en que las paredes de los vasos sanguineos se debilitan,
provocando la microaneuriama en la pared de los vasos pequefios y en ocasiones derraman liquido y
sangre de la retina. Ademas las fibras nerviosas de la retina pueden inflamarse (Kantharidis & Carew
2011, p. 1834).

Retinopatia proliferativa, esto consiste en que los vasos sanguineos dafiados se cierren, lo que
ocasiona, el crecimiento de nuevo vaso sanguineos anormales en la retina que pueden perder sangre
en la sustancia clara y gelatinosa que ocupa el centro del 0jo (vitreo) (Kantharidis y Carew 2011, p. 1834).
La retinopatia se relaciona con la duracion de la diabetes, la edad, la HbAc1, la presion arterial muy

alta y desventajas socioecondmicas (Soiza & Donaldson 2018, p. 2).

Hipertension.

La hipertension es un factor de riesgo de complicaciones microvasculares, incluidas la nefropatia
diabética y la retinopatia, y debe someterse a un examen de deteccion al menos anualmente, y
preferiblemente en cada visita. Ademas la hipertensién puede aumentar la presion de la pared
capilar, disminuir la sintesis de oOxido nitrico (NO), y disminuir la autorregulacién del flujo

sanguineo (Soiza & Donaldson 2018, p. 4).

Albuminuria.

La presencia de albuminuria (microalbuminuria), es un factor de riesgo de nefropatia diabética,

enfermedades cardiovasculares y mortalidad. Los valores normales de la albumina/creatinina en
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hombres deben ser de 30-300 mg/g, y en las mujeres de 43-300 mg/g. Si los valores sobresalen se

denomina proteinuria (macroalbuminuria) (Soiza & Donaldson 2018, p. 4).

Neuropatia.

La neuropatia diabética puede afectar el sistema nervioso somatico y auténomo. El tipo mas
relevante es la polineuropatia sensoriomotora, esto inicialmente produce una pérdida sensorial,
seguida de una pérdida de la funcion motora. El entumecimiento puede progresar a dolor
persistente. Los factores de riesgo en la DM-1son edad avanzada, progresion de la diabetes,
tabaquismo, aumento de la presion arterial diastdlica, obesidad, colesterol, y niveles altos de LDL y
bajos de HDL. Mientras que en DM-2 son edad avanzada, sexo masculino, duracién de la diabetes,

tabaquismo, bajo nivel de colesterol HDL (Soiza & Donaldson 2018, p. 5).

Enfermedades macrovasculares.

Es una de las causas importantes de morbi-mortalidad entre los individuos de DM-2. La
ateroesclerosis prematura en la diabetes presenta numerosos factores que contribuyen, como la
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, HDL bajo, la oxidacion de las lipoproteinas, las
consecuencias vasculares de la glucosilacién avanzada y la alterada funcién endotelial. Las placas
fibrosas de la ateroesclerosis son el resultado de la proliferacion del musculo liso sub-endotelial en

la pared arterial (Soizo & Donaldson 2018, p. 5).

Cardiopatia isquémica.

La lesion anatomopatolégica no es, en nada diferente, a las lesiones ateroescleréticas que aparecen
en individuos no diabéticos. Sin embargo los pacientes con DM presentan ciertas predisposiciones a
una forma mas extensa y grave de ateroesclerosis, siguiendo un curso mas activo, lo que ha sido
especialmente apreciado en las arterias coronarias (Soiza y Donaldson 2018, p. 5). EXiste evidencia clara
que las complicaciones de la cardiopatia coronaria, entre las que se incluyen angina de pecho,
infarto agudo de miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva y muerte slbita, representan una
complicacion importante de la DM-1 y DM-2. Los pacientes con DM-2 suele desarrollar la

cardiopatia coronaria en la quinta o sexta semana, a menudo tras un periodo relativamente corto
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desde el diagndstico de la intolerancia a la glucosa, suele asociar disfuncion endotelial generalizada,

asi como anomalias de los vasos de pequefio calibre (Soiza & Donaldson 2018, p. 6).

Insuficiencia cardiaca.

Es una enfermedad muy prevalente, sobre todo en ancianos, como la cardiopatia hipertensiva y la
cardiopatia isquémica. La presencia de DM multiplica varias veces el riesgo de desarrollar
insuficiencia cardiaca. Mas de la mitad de los pacientes con DM-2 pueden presentar disfuncién
ventricular y acelerar la progresion hasta fallo sistdlico. Ademdas, se han descrito multiples
alteraciones del corazdén diabético, como la presencia de la fibrosis intersticial y perivascular,
edema intersticial, lesiones microvasculares, aneurisma y engrosamiento de la membrana basal.
Todos estos factores hacen que el corazén del diabético sea muy propenso a padecer insuficiencia

cardiaca (Soiza & Donaldson 2018, p. 6).

Enfermedad cerebrovascular.

Es una de las patologias estrechamente relacionadas con la presion arterial sistélica alta, por lo cual
se aconseja un control sistémico de la tension en los diabéticos. La presencia de hipertrofia del
ventriculo izquierdo, es un factor predisponente para tener un accidente cerebrovascular (ACV)

(Soiza & Donaldson 2018, p. 6).

Pie diabético.

Es una alteracién anatomica o funcional determinada por una anomalia neuroldgica en pacientes
diabéticos, que le confiere a éste una mayor susceptibilidad de presentar infecciones, ulceraciones
del tejido del pie y destruccion del tejido profundo, en ocasiones requieren amputaciéon de las
extremidades. Se caracteriza por la acumulacién de la glucosa en los vasos sanguineos que irrigan la
zona del pie y que ademas se convierte en un gran sustrato para el desarrollo de microorganismos,
llegando a producir necrosis tisular en el area de afeccion, por lo cual es importante un control y

seguimiento exhaustivo de los pies en pacientes diabéticos (Mishra 2017, p. 3).
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1.6.4. Tratamiento de la diabetes

1.6.4.1. Tratamiento farmacolégico

Para el tratamiento de la DM-2 se encuentra disponible varias terapias farmacoldgicas tabla 5-1, con
diferentes mecanismos de accién como: los secretagogos (sulfonilureas, meglitinidas), que
estimulan la secrecion de la insulina por las células B pancreédticas, los sensibilizadores de la
insulina (biguanidas, tiazolidinedionas), los inhibidores de la a- glucosidasa (acarbosa), que retrasan
la digestion y absorcion de los carbohidratos de la dieta, por ende alivia la hiperglucemia
postprandial (Lankatillake & Dias 2019, p. 34).

Actualmente, los secretagogos y sensibilizadores de la insulina son las clases de terapias
antidiabéticas mas ampliamente prescritas. De las biguanidas, la metformina, es el medicamento
para la DM2 mas comun y se prescribe como una terapia de primera linea para pacientes con

diabetes con sobrepeso u obesidad (Lankatillake & Dias 2019, p. 36).

Al existir una amplia gama de agentes antihiperglucémicos disponibles, los médicos pueden
seleccionar una terapia o coterapias apropiadas segun los requisitos del paciente, teniendo en cuenta
los efectos secundarios que presentan los diversos medicamentos, por lo que es indispensable contar

con terapias alternativas y efectivas con efectos secundarios lo menos dafiinos posibles.

Tabla 5-1: Clasificacion de hipoglucemiantes y sus mecanismos de accion

CLASIFICACION MODO DE ACCION EFECTOS
Tolbutamida, Aumenta la secrecion de Hipoglucemia
Sulfonilureas: Glipizida, insulina pancreatica. Aumento de
Gliburida, peso
Glimepirida. Mayor riesgo de ECV
Meglitinidas Repaglinida, Aumenta la secrecion de Segun las sulfonilureas
nateglinida insulina pancreéatica
Problemas gastrointestinales
Aumenta la sensibilidad a la Sabor metalico
insulina Posible deterioro de la absorcion de
Biguanidas Metformina Reduce la produccion de vitamina B12 y B9
glucosa hepatica Acidosis lactica
Riesgo de hipoglucemia en terapia
combinada
Hepatotoxicidad Aumento de
Tiazolidinedionas  Pioglitazona, Aumentar la sensibilidad a la peso.
(glitazonas) Rosiglitazona insulina Retenci6n de liquidos

Insuficiencia cardiaca congestiva
Fracturas 6seas
Inhibidores de Reduce la absorcion de Trastornos gastrointestinales:
la a- glucosidasa Acarbosa carbohidratos en la dieta. flatulencia,
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diarrea
Incretin miméticos

/ agonistas de Exenatida, Retraso de vaciado gastrico Nauseas, Vomitos, Diarrea
GLP-1R Liraglutida
Inhibidores de la Retraso de vaciado gastrico Mayor riesgo de infeccion
DPP-4 Sitagliptina, Dolor de cabeza
potenciadores de Vildagliptina.
la incretina
Inhibidores de Dapagliflozina, Reduce la reabsorcion de Mayor riesgo de infecciones del tracto
SGLT-2 Empagliflozina,  glucosa en los rifiones urinario
Ertugliflozina Riesgo de cetoacidosis
Reduce la reabsorcion de Mayor riesgo de infecciones del tracto
Co-inhibidores de  ------------- glucosa en los rifiones. urinario
SGLT-1/2 Retrasa la absorcion intestinal ~Riesgo de cetoacidosis
de glucosa. Diarrea

Fuente: Hipoglucemiantes Springer 2020)
Elaborado por: Bueno P, Segundo 2020

1.6.4.2. Tratamiento no farmacoldgico

Las principales medidas no farmacol6gicas implicadas en el tratamiento de la diabetes incluyen el
control en la dieta y el ejercicio; estas dos medidas aplicadas apropiadamente son suficientes
durante las primeras etapas de la enfermedad. La dieta adecuada para los pacientes diabéticos se
basa en una disminucion en la ingesta de grasas y carbohidratos, lo cual se logra adoptando dietas
bajas en calorias. Mientras que la actividad fisica contribuye a regular el consumo de glucosa del
cuerpo, disminuye la resistencia a la insulina logrando una mejor respuesta de las células a esta

hormona.

1.7. Insulina y receptores de la insulina

La insulina es una hormona peptidica anabolica, cuya estructura consiste en un heterodimero de dos
cadenas compuesto por una cadena A de 21 residuos y una cadena B de 30 residuos unidas entre si
con dos enlaces disulfuro formados entre los residuos de cisteina A7-B7 y A20 -B19. En la figura 7-
1, se puede observar a. Insulina humana: secuencia de aminoéacidos, b. estructura tridimensional, c.

estructura simplificada del receptor de insulina.
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Figura 7-1: Estructura de la Insulina
Fuente: (Lankatillake, Huynh y Dias, 2019)

Cabe indicar que la insulina produce efectos celulares cunado se une al receptor especifico en la
superficie celular, e inicia la cascada de transduccion de sefiales intracelulares. El receptor de
insulina (INS-R) pertenece a la superfamilia de receptores de tirosina quinasa (RTK) de proteinas
transmembrana y esta compuesto por dos subunidades o extracelulares y dos subunidades f3
transmembrana unidas mediante enlaces disulfuro para formar un heterodimero o 2 2 (Lankatillake

& Dias 2019, p. 35).

1.7.1. Mecanismo de secrecion de insulina

e Laglucosa entraen las células B pancreaticas a través de los transportadores GLUT2.

o El metabolismo intracelular de la glucosa aumenta la cantidad de ATP, se inhibe el flujo de

K*. Este despolariza las células B y abre los canales de Ca** dependientes del voltaje.

e El flujo de Ca®" estimula la secrecién de insulina y péptido C hacia la sangre.
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Ademas de la glucosa en sangre, las incretinas derivadas del intestino (GIP) y el péptido similar al
glucagon-1 (GLP-1) junto con los aminoacidos sanguineos, acidos grasos, y la acetilcolina,
estimulan la secrecién de insulina figura 5-1 (b). Un factor com(n la ingesta de alimentos que actla
como un estimulo para el aumento de la produccién y secrecién de insulina. Posteriormente, el
glucagén puede estimular también la secrecion de insulina mediante el incremento del Ca®*
intracelular (via fosfolipasa C), ésta molécula modula los efectos hiperglucémicos del glucagén
(Lankatillake & Huynh 2019, p. 39).

La secrecion de insulina se suprime cuando la concentracidn de glucosa en sangre es baja, de igual
forma cuando el SN simpatico es estimulado (noradrenalina y adrenalina elevadas), y cuando la

somatostatina local esta elevada (Lankatillake & Huynh 2019, p. 40).
Glucagon

Hormona peptidica de 29 aminoacidos producida como una prohormona en las células o de los
islotes de Langerhans. Como con la insulina, el procesamiento intracelular da lugar a una vesicula

de moléculas de glucagdn activo con un nucleo de granulos densos (Joshi & Standl 2015, p. 1970).

El glucagon actiia movilizando la glucosa hacia la sangre (accion opuesta a la insulina); la secrecion
de glucagon es estimulada principalmente por una baja concentracion de glucosa en sangre. La

insulina inhibe la secrecion de glucagdn en un mecanismo paracrino (Joshi & Standl 2015, p. 1971).
Somatostatina

Es un péptido de 14 aminoéacidos producido en las células & de los islotes y actla de forma
paracrina para suprimir tanto la insulina como el glucagon; ésta afiade un mecanismo mas de
control en la modulacién de las concentraciones de glucosa. La somatostatina producida en el
pancreas es la misma hormona que se produce en el cerebro y el intestino, y como en estos tejidos,

actua localmente sobre las células adyacentes (Joshi & Standl 2015, p. 1971).
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Figura 8-1: Sintesis y liberacion de insulina

Fuente: Springer 2019. Liberacién de Insulina

La glucosa es el factor regulador mas importante para la sintesis y secrecion de insulina, aunque los
péptidos gastrointestinales, el glucagbn y la somatostatina local también contribuyen a la
modulacion y la liberacion. En la figura 8-1: A representa la accion de la glucosa al aumentar el
flujo de Ca?*, el cual estimula la secrecion de insulina. B ilustra la estimulacién de la secrecién de
insulina, mediada por el receptor, por el glucagén local, los péptidos intestinales (CCK y GLP-1), y
la ACh, y la inhibicién de la insulina por la somatostatina local. Siendo ACh: acetilcolina; CCK:

colecistocinina; GLP: péptido similar al glucagdn (Joshi & Standl 2015, p. 1971)

1.8. Modelo de induccién de diabetes mediante administracién de farmacos

Modelos in vivo son imprescindibles en los distintos estudios e investigaciones en medicina, para
entender los diferentes mecanismos que se producen, trata y previene un sin nimero de
enfermedades que éticamente no se puede experimentar en humanos. Es complicado de obtener
resultados éptimos al extrapolar clinicamente en humanos, pero proporciona informacion muy

importante sobre el tema estudiado.

El empleo de animales de experimentacion ha sido registrado a través de la historia de la ciencia, ya
que son muchas enfermedades y los mecanismos de los farmacos que han sido esclarecidos en
modelos con anatomia similar al humano. El uso de estos presenta grandes ventajas, por la facilidad

de manipulacion e induccidn a enfermedades en investigacion; lo cual es dificultoso realizar en
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humanos. Ademas los modelos animales con diabetes inducida quimicamente son los modelos mas
utilizados para seleccionar plantas y productos naturales en busca de la actividad
antihiperglucémica (Lankatillake & Huynh 2019, p. 34).

1.8.1. Estreptozotocina

La estreptozotocina (STZ) figura 9-1, ha sido aislada a finales de la década de 1950 de una cepa
bacteriana del suelo (Streptomyces achromogenes), patentada e inicialmente desarrollada como
antibidtico y después como agente anticancerigeno. Hasta hoy en dia, se utiliza de forma esporadica
en la terapia junto con mdltiples medicamentos para el tratamiento de tumores neuroendocrinos
raros (Grieb 2016, p. 1744).

La STZ, es un compuesto glucosamina-nitrosourea, derivado de las bacterias y desarrollado
originalmente como agente anticancerigeno, en 1963 se descubri6 que induce diabetes en animales
de experimentacion. Desde entonces, la aplicacién sistémica de STZ se convirtié en el modelo

experimental mas frecuentemente estudiado de diabetes insulinodependiente (DM-1) (Grieb 2016, p.

1742).
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Figura 9-1: Estructura quimica de la estreptozotocina

Fuente: Springer, 2019. Estreptozotocina

Cabe indicar que a diferencia de otras nitrosoureas que son lipéfilas y son absorbidas rapidamente
por las células, la STZ debido a la sustitucion de hexosa es menos lipofilica y requiere un
transportador de glucosa particular, GLUTZ2, para atravesar las membranas celulares (Grieb 2016, p.
1744). La selectividad de STZ hacia las células B productora de insulina en el pancreas se explica por

la presencia de GLUT2 en las membranas de las células vulnerables (Grieb 2016, p. 1744).
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Actla intracelularmente resto de STZ alquila ADN; la muerte celular, que ocurre por necrosis, es
debido la activacidn de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) con el consiguiente agotamiento de
NAD+ y finalmente el agotamiento de las reservas de ATP (Lankatillake-Hunynh 2019, p. 35). Ademas
de las células B pancreéticas productoras de insulina, la STZ es tdxica para otros 6rganos que
expresan el transportador GLUTZ2, particularmente el rifion y el higado. El cerebro no se ve afectado
directamente porque STZ no puede penetrar la barrera hematoenceféalica (BHE) que carece de
transportador GLUT2 (Lankatillake & Huynh 2019, p. 35).

1.8.1.1. Mecanismo de accién

En la actualidad, se han propuesto diferentes mecanismos de accién para la estreptozotocina (STZ),
tales como:
v Alquilacion del ADN, dado que la STZ opera como donador de 6xido nitrico (NO) en los

islotes pancreaticos, induciendo la muerte de las células .
v Destruccion autoinmune de las células B.

v Inhibicién de las enzimas N-acetil-beta-D-glucosaminidasa que cataliza la ruptura de N-
acetiglucosamina unida a una proteina de 135 kD enlazada por un oxigeno (O-
glicosilacion). Comparadas con otras células, las  producen mas cantidad de esta enzima

por lo que puede ser particularmente sensible a los efectos del compuesto (Amaya & Chavez

2007, p. 6).
1.8.2. Alloxano
0
0
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Figura 10-1: Estructura quimica de Alloxano
Fuente: Springer, 2019. Alloxano
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El alloxano (ALX) figura 10-1, es una sustancia quimica utilizada con el mismo fin que la STZ,
inducir la diabetes en modelos experimentales, principal problema del uso de estos compuestos
quimicos es la falta de la selectividad. La diabetes inducida por ALX es insulinodependiente, ya que
este compuesto produce especies reactivas del oxigeno (ROS) en presencia de tioles que resultan en
la muerte necrética de las células B. Esto hace que los modelos animales inducido por ALX sean
utiles para el estudio de la citotoxicidad mediada por ROS en las células B. La inhibicién de la
glucoquinasa por el alloxano inhibe la secrecion de la insulina estimulada por glucosa en las células
B pancreaticas. Por lo tanto, es adecuado para investigar agentes antidiabéticos en los que

mecanismo de accion es independiente a la actividad de las células B.

1.9. Acarbosa

La figura 11-1 indica la estructura de la acarbosa, la cual es un inhibidor de la a-glucosidasa,
corresponde a una familia de enzimas responsables de la hidrdlisis de los carbohidratos en el
aparato digestivo, dichas enzimas estan localizadas principalmente en el borde de las vellosidades
del intestino delgado (ID), y su inhibicién produce un retraso en la digestion de los carbohidratos
cuya absorcién se extiende. Esto significa que la elevacion postprandial de la glucemia se reduce y
se prolonga, pues no produce su malabsorcion. La colision que esta disminuya en la glucosa
postprandial tiene sobre el control metabdlico de la DM ha sido bastante controvertido, y aungue es
admitida su efectividad, no esta totalmente determinado en qué instante y en qué tipo de diabetes
debe ser empleado. Ademas hay autores que indican que la acarbosa no lleva a tener los valores
hipoglucemia. Cabe indicar que los efectos secundarios que provocan por la ingesta de este farmaco
es el meteorismo por ende ha limitado de una forma sustancial su utilizacién (Calle & Charro 2001, p.
232).
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Figura 11-1: Estructura quimica de la Acarbosa

Fuente: BioMed Research International 2013 Acarbosa

En forma de medicamento se administra por via oral y es un antihiperglucemiante, produce una
mejoria del control metabolico de la DM disminuyendo asi la respuesta glucémica postprandial.
Dosis empleados varia de 25, 50, 100 y hasta 200 mg segun el requerimiento del paciente ( Calle &

Charro 2001, p. 232).

1.10. Nicotinamida
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Figura 12-1: Estructura quimica de Nicotinamida

Fuente: Elsevier 2018. Nicotinamida

La nicotinamida (NAD) figura 12-1, es la vitamina B3 juega un papel importante durante la
embriogeénesis y en la diferenciacion de la célula madre a varios fenotipos, incluidas las del sistema
nervioso central (SNC) (Meng & Faxiang 2018, p. 1348). La nicotinamida regula la sefializacién en las
células de mamiferos para que sobrevivan y proliferen adecuadamente con sus funciones. Se cree

convencionalmente que los nutrientes actdan solo como cofactores enziméaticos o fuentes de
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energia. También la NAD actGa como coenzima en mdltiples procesos celulares, incluido en el
metabolismo energético y la reparacién del ADN (Meng & Faxiang 2018, p. 1348).

La ingesta de altas dosis de niacina, produce un blogueo o disminucion de la lipolisis en el tejido
adiposo, alterando asi los niveles de lipidos en sangre (Rodriguez & Cuatle 2017, p. 87).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Tipo de investigacion

Dentro del experimento se aplico los siguientes tipos de investigaciones:
v' Experimental: porque se realiz6 comparaciones de la variable dependiente entre los grupos

experimentales y de control.

v Prospectivo: porque en el registro de la informacién se tomaron en cuenta los hechos a

partir de la fecha de estudio.

v Longitudinal: porque se estudiaron las variables a lo largo del tiempo durante el periodo de

investigacion (7 dias).

2.2. Disefio de la investigacion

2.2.1. Disefo experimental de diabetes mellitus tipo 2 (DM-2)

El ensayo pre-clinico se realiz6 con animales de experimentacién Mus musculus de la cepa BALB/c
machos, con peso corporal de 25-35 gramos, a los cuales se les administr6 estreprozotocina (STZ)
para inducir diabetes, posteriormente se lo dividi6 en grupos y se tratd con extractos
hidroalcohdlicos de hojas y fruto de Synsepalum dulcificum (fruta milagrosa) a dosis de 30 y 60
mg/kg de peso corporal durante 7 dias, se utiliz6 grupo control positivo con acarbosa 100 mg/kg, un

grupo control negativo STZ y un grupo blanco, las dos Gltimas no recibieron ningun tratamiento.
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2.3. ldentificacion de variables

2.3.1. Variables independientes

Dosis efectiva de los extractos hidroalcohdlicos de hojas y fruto Symsepalum dulcificum (fruta

milagrosa)

2.3.2. Variables dependientes

Actividad hipoglucemiante en ratones (Mus musculus).

2.4. Planteamiento de la hipotesis

El extracto hidroalcohdlico de las hojas y fruto Synsepalum dulcificum (fruta milagrosa) presenta

accién hipoglucemiante en ratones diabéticos inducidos con estreptozotocina (STZ).

2.5. Localizacion del estudio

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio Productos Naturales y en el Bioterio de
la Escuela de Bioquimica y Farmacia perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).

2.5.1. Poblacidn del estudio

Poblacion vegetal
Constituida por la planta entera de hojas y fruto de Syncepalum dulcificum (fruta milagrosa),

empled aproximadamente 1 kilogramo de material vegetal indicada anteriormente.

Poblacion animal

Constituidas por ratones mus Musculus de la cepa BALB/c machos, con peso promedio de 25-35 gr
procedentes del INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA “DR.
LEOPOLDO IZQUIETA PEREZ” (INSPI), de la ciudad de Guayaquil.
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2.5.2. Tamafo de la muestra

Se emple6 63 ratones (Mus musculus) de la cepa BALB/c machos, con peso promedio de 25-35
gramos procedentes del INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA
“DR. LEOPOLDO IZQUIETA PEREZ” (INSPI), de la ciudad de Guayaquil, con certificado de
salud.

Muestra: se utilizaron 9 grupos de ratones de los cuales fueron distribuidos en 7 cada uno, con un

total de 63 animales. La seleccion de espécimen se hizo al azar, como se detalla en la Tabla 1-2.

Tabla 1-2: Distribucién de los grupos de estudio segun esquema de tratamiento

DIABETES TIPO I

Grupos experimentales Dosis ensayadas | N° de animales Via de
administracion
Blanco NA 7 NA
Control (-) STZ NA 7 NA
Control (+) Acarbosa 100 mg/Kg 7 Oral
Extracto fruto 30 mg/Kg 7 Oral
Extracto fruto 60 mg/Kg 7 Oral
Extracto hojas 30 mg/Kg 7 Oral
Extracto hojas 60 mg/Kg 7 Oral
Extracto S.S 30 mg/Kg 7 Oral
Extracto S:S 60 mg/Kg 7 Oral

Fuente: Esquema de tratamientos de los modelos biolégicos

Elaborado por: Bueno P, Segundo, 2020

Dénde:
Vehiculo: SSF solucion salina fisioldgica
Tratamiento: Extractos de hojas y fruto en distintas concentraciones (30-60 mg/kg).

SS: extracto de solucién salina del fruto.
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2.6. Seleccion de la muestra
Criterio de inclusion: Especie vegetal en mejores condiciones, vigorosidad, buen estado, frescas con
superficies integras de hojas y fruto. Plantas jovenes de tamafio adecuado y accesible.

Criterios de exclusién: plantas que presentan dafios por accién de los insectos y microorganismos o
condiciones externas. Ejemplares que muestren deterioros por agua o viento, ademas plantas que

presenten proceso de descomposicion.

2.7. Recoleccion del material vegetal

El material vegetal fue proporcionado por el grupo de investigacion GIADE, recolectada en los

viveros de la Provincia de santo Domingo de los Tsachilas.

2.8. Reactivo biologico

Para la evaluacion de la actividad hipoglucemiante de los extractos de Syncepalum dulcificum (fruta
milagrosa) se emple6 como reactivo bioldgico ratones albinos de laboratorio de la cepa BALB/c

(Mus musculus).

Descripcion de los animales de experimentacion

v Peso: 25-35 g.
v' Edad: 3-4 meses de vida
v" Sexo: machos

v" Lugar de nacimiento: Bioterio del Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica
(INSPI).
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Condiciones ambientales

Temperatura: 252 °C

Humedad relativa: 45+5%

Fotoperiodo: 12 horas luz - 12 horas oscuridad
Agua y comida: and libitum

Cama con tamo esterilizado: Cambio cada 48 horas

Tiempo de ambientacién 15 dias

2.9. Técnicas de recoleccion de datos

Para evaluar la actividad hipoglucemiante se tomd las muestras de sangre de la vena caudal (cola
del animal) en ayunas con ayuda de una lanceta después de 72 horas de haber inducido la diabetes
con STZ, posteriormente se colocd una micro gota de sangre en un extremo de la tira reactiva

marca ACCU-CHEK y se midid los niveles de la glucosa.

2.10. Equipos, materiales y reactivos

2.10.1. Equipos

v Balanza analitica Radwang S220. R2

v Molino Arthur H. Thomas

v’ Estufa RE 115

v" Rotavapor BUCHI CH-9230 FLAWIL-SCHWEIZ
v' Bomba de vacio

v" Sonicador Cole-Parmer

v pH- metro (HANNA INSTRUMENT)

v' Cémara UV

v' Camara fotografica (Huawei)
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v

v

2.10.2.

Computadora Lenovo
Refrigeradora

Materiales

Vasos de precipitacion de 100, 250 y 500 mL
Embudo de separacion de 250 mL
Balon de aforo de 10 mL

Pinza universal

Soporte universal

Picnometro

Balon esmerilado de 500 mL
Probeta de 50, 100 y 1000 mL
Pipetas de 1, 5, 10 mL

Pisseta

Embudos

Tripode

Termometro

Espatula

Pera de succion

Varilla de vidrio

Manguera para refrigerante

Tubos de ensayo

Gradilla
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v Reverbero eléctrico

v Malla metélica

v" Pinza para tubos

v" Equipo de destilacion

v' Refrigerante

v Papel filtro

v" Papel aluminio

v Jeringuillas de 1 mL (NYPRO)

v Cénula dosificadora

v" Franela

v" Guantes de manejo

v Frascos de color ambar 50 y 750 mL
v" Filtro de 0,22um

v Cofia

v’ Zapatones

v" Mascarilla

v' Lancetas

v' Tiras reactivas ACCU-CHEK Instant

2.10.3. Reactivos

v Trisodio citrato dihidratado (Merck)
v" Acido citrico monohidratado (Merck)

v Acarbosa (Sigma-Aldrich)



Estreptozotocina (SANRUI_streptozotocin)
Nicotinamida (Merck)
Etanol al 96%

Agua destilada

Acido acético glacial
Cloruro de aluminio
Solucién de acido galico
Nitrato de sodio al 5%
Tricloruro de aluminio al 10%
Carbonato de sodio 20%
Eter etilico

Acido acético

Reactivo de dragendorff
Reactivo de wagner
Cloroformo

Acido sulfrico

Acido clorhidrico
Hidroxido de sodio
Hidroxido de potasio
Reactivo de baljet
Reactivo de sudan 111
Clroruro férrico

Cloruro de sodio

40



v" Magnesio metalico
v Alcohdl amilico

v Reactivo de fehling

2.11. Métodos y técnicas

2.11.1. Acondicionamiento de la materia vegetal

Se realizé la limpieza del material vegetal se descarté las hojas y fruto deteriorados, posteriormente
se desecaron a una temperatura de 40°C en una estufa con circulacion de aire durante 3 dias. Se
trituré la muestra en un molino de cuchillas, para la obtencion de un tamafio de particula
aproximado de 2-3 mm. EI material seco fue almacenado en fundas plésticas ziploc a temperatura

ambiente.
2.11.2. Obtencion del extracto hidroalcohodlico
A 50 gramos de la muestra seca y molida de Synsepalum dulcificum (fruta milagrosa) se afiadié 500

mL de etanol al 70%, el extracto se realiz6 por duplicado y se maceré durante 48 horas con

agitacion de tres veces al dia, el producto se conserva en un frasco de color ambar.

La maceracion obtenida se filtr6 al vacio, posteriormente la muestra se concentrd en un rota-vapor a
una temperatura no mayor de 50°C, se evapor0 el exceso de alcohol y se obtuvo finalmente el

concentrado del extracto hidraolcohdlico.
2.11.3. Control de calidad del extracto hidroalcohdlico
Para realizar el control de calidad del extracto hidroalcohdlico se efect(io en base a las Normas

Ramales de Salud Publica de Drogas Crudas 312 de Cuba (CECMED, 2002), y se verificO las

siguientes pruebas de requisitos Organolépticos como aspecto, turbidez, color y olor.

2.11.4. Tamizaje fitoquimico

Mediante el tamizaje fitoquimico se consiguié determinar e identificar cualitativamente los

metabolitos secundarios (alcaloides, esteroides/terpenoides, taninos y fenoles, quinonas, grasas,
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lactonas y cumarinas, catequinas, azlcares reductores, resinas, aminoacidos, saponinas, flavonoides,
mucilagos y principios amargos) presentes en el extracto de hojas y fruto de Synsepalum dulcificum
(fruta milagrosa). Para lo cual, se pesd de 30-50 gramos de material vegetal seco y se maceré
durante 48 horas con diferentes compuestos de polaridad creciente éter etilico, posteriormente con
etanol y terminando con agua destilada. Asegurandose que las extracciones vayan de menor

polaridad a mayor polaridad. En las figuras 1, 2,3-2 se detalla proceso a seguir.

EXTRACTO ETEREO

DIVIDIR EN FRACCIONES

Smi

ENSAYO DE BALJET

)
ENSAYO PESUDAN (LACTONAS Y COUMARINAS)

(ACEITES Y GRASAS)

SmL
ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI
(TRITERFENOS-ESTEROIDES)

15mL (dividiren 3 fcmones
ENSAYOS DE DRAGENDORFF

MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES)

Figura 1-2: Ensayo a realizar en el extracto etéreo
Fuente: (Miranda y cuéllar 2011, p.40)

EXTRACTO ALCOHOLICO
I
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|

fml
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ATEQUNAS
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2ml
ENSAYO DE

2mL
ENSAYO DE
QFe

FENDLES Y TANNGS)

Iml
ENSAYODE |
BORNTRAGER

QUNONAS

W

EMLen3
ENSAYOS DE

portiones
DRAGENDORFF

LEBERMAN-BUCHARD
(TRTERFENOSESTEROIDES

<Rl

MAYER Y WAGNER
ol ALCA ODES)
ZmL
ENSAYODE
NINHIDRMNA
AMNOAZIDOS

2mi
ENSAYQ DE

ANTOCIANDINA

Zml
ENSAYO DE BALET
LACTONAS)

L8
ENSAYQ ESPUMA ='¢s.“c DE

SHINODA
FLAVONODES

Figura 2-2: Ensayo a realizar en el extracto alcohdlico

Fuente: (Miranda y cuéllar 2011, p.40)
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2mi
ENSAYO DE ESPUMA

Figura 3-2: Ensayo a realizar en el extracto acuoso
Fuente: (Miranda y cuellar 2011, p.41)

2.11.5. Cromatografia en capa fina (TLC)

Para la separacién de flavonoides siguié el método de Hildebert Wagner y Sabine Bladt (Hildebert
Wagner & Sabine Bladt 1996, p. 196). Para lo cual, sobre placas de TLC se depositaron aproximadamente
10uL del extracto de Synsepalum dulcificum. Para la elucidn se prepard la fase mévil constituida
por acetato de etilo: acido férmico: &cido acético glacial: agua (100:11:11:26). Posteriormente para
la visualizacion de la placa se empled una camara UV de 750nm. Finalmente, se calculd el Rf

(factor de retardo) a través de la siguiente formula:

DR

RE = Drm

Donde:

Dr: Distancia recorrida por el soluto (cm)

Dew: distancia recorrida por la fase movil (cm)

2.11.6. Evaluacion de la actividad hipoglucemiante

Para la evaluacion de la actividad hipoglucemiante se indujo diabetes a los modelos experimentales
con estreptozotocina (STZ), el procedimiento fue propuesto por Rakieten. El fundamento de esta

técnica se basa en la administracion intraperitoneal de una solucién de estreptozotocina antibidtica

en ratones, la estreptozotocina resulta ser citotoxica para las células B del pancreas (metila el ADN,
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dado que la STZ opera como donador de 6xido nitrico), e induce la muerte de las células B, los
efectos causados por la estreptozotocina se alivia con la administracion de nicotinamida, que inhibe

la poli (ADP-ribosa) sintetasa y evita el agotamiento de NAD+ en células  pancreaticas.

2.11.7. Induccion de diabetes en ratones (Mus musculus)

Para inducir la diabetes moderada o tipo Il en los modelos biol6gicos se administré nicotinamida
(NAD) disuelta en buffer citrato 0.1 M (pH 4.5), en una dosis de 100 mg/kg, 15 minutos después de
la administracién se inyecté 150 mg/kg de estreptozotocina (STZ) disuelta en solucion de buffer
citrato 0.1 M (pH 4.5), la administracién de ambas sustancias fue Gnica. Con lo cual se obtuvo un
dafio parcial de las células B del pancreas, con un 40% de produccion de insulina residual. La

administracion se realiz6 por via intraperitoneal de acuerdo con el peso del animal.

2.11.8. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizo el programa MINITAB version 19 y el programa Graphpad
Prism 8 para una mejor visualizacion de la grafica. El test de ANOVA permitié identificar si existe

diferencias significativas entre los tratamientos administrados, con un probabilidad P<0,05. Para lo

cual se considerd la siguiente hipdétesis.

Ho: no existe diferencia significativa entre los tratamientos administrados a los modelos

experimentales P>0,05
H,: existe diferencia significativa por lo menos en uno de los tratamientos administrados P<0,05

En caso de existir diferencias significativas, se procede a realizar el test Tukey que determina cudl

de los tratamientos presenta una diferencia significativa.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSIONES

3.1. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se realiz6 a través de estimaciones bioquimicas de coloracion y
precipitacion para detectar la presencia de diferentes metabolitos secundarios en los extractos de

hojas y frutos de Synsepalum dulcificum se utilizé solventes de polaridad creciente: éter dietilico,

etanol y agua destilada. En la tabla 1-3 se muestran los compuestos presentes.

Tabla 1-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de extractos de hojas de S. dulcificum.

ENSAYOS TIPO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITOS ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO

Sudan Aceites y grasas - + NA
Dragendorf Alcaloides - ++ ++
Mayer Alcaloides - ++ -
Wagner Alcaloides - ++ +
Baljet Cumarinas + ++ NA
Liberman-buchard  Terpenos-esteroides + + NA
Catequinas Catequinas NA + NA
Resinas Resina NA + NA
Fehling AzUcares reductores NA - -
Espuma Saponina NA + +
ClsFe Fenoles y taninos NA Verde intenso Verde
Borntrager Quinonas NA +++ NA
Shidona Flavonoides NA +++ ++
Antocianidinas Flavonoides NA +++ +
Ninhidrina Aminoé&cidos libres NA - NA
Mucilagos Polisacaridos NA NA +
Principios amargos  Principios amargos NA NA Poco picante y

amargo
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+++: Reaccion de gran intensidad; ++: Reaccion de mediana intensidad; +: Reaccion de baja intensidad; -: No detectado; NA: No
aplica.

Elaborado por: Bueno P, Segundo, 2020

En la tabla 1-3, se observa los resultados del tamizaje fitoquimico; de las hojas de Synsepalum
dulcificum, realizados sobre los tres extractos: Etéreo, hidroalcohdlico y acuoso. Siendo compuestos
grasos, alcaloides, cumarinas, terpenos-esteroides, catequinas, resinas, fenoles, taninos, quinonas,

flavonoides, aminoacidos libres, polisacéridos y principios amargos los identificados.

En el extracto hidroalcohdlico la prueba de Cloruro férrico da como resultado un color verde
intenso, demostrando que existe la presencia de taninos de tipo pirocatecolicos. En el ensayo de
Shidona que determina la presencia de flavonoides da como resultados en ambos extracto mayor
presencia de este tipo de metabolitos. Asi mismo en el ensayo de antocianidinas demuestra la
presencia de flavonoides de tipo antocianos de alta y baja intensidad en extracto hidroalcohélico y

acuoso.

También se observd la presencia de alcaloides en los dos extracto hidroalcohélico y acuoso, estos
actian principalmente sobre el sistema nervioso central, presenta actividad alucindgena y
sinpaticomimeética, estos alcaloides en su estructura posee principalmente compuestos nitrogenados.
Son empleados para disminuir los espasmos, calmando los dolores y secando las secreciones

corporales (Pérez & Jimenez 2011, pp. 196-197).

Mediante el ensayo de Borntrager se determind la presencia de quinonas en el extracto alcohoélico,
las plantas que contienen estos tipos de compuestos son especies vegetales que pueden comportarse

como laxantes o como purgantes en dependencia de la dosis administrada.

Se observd la presencia de triterpenos-esteroideos en extracto etéreo y hidroalcohdlico de baja
intensidad. Estos metabolitos tienen un amplio espectro de efectos biologicos que incluyen

actividades antifungicas, citotoxicas y hemoliticas (Pérez & Jiménez 2011, p. 197).

Finalmente se observd en el extracto acuoso la presencia de mucilagos y principios amargos, los
mucilagos son polisacaridos heterogéneos mezcla de pentosa hexosa y &cido urénico, actlan en el
organismo recubriendo las membranas mucosas del tracto digestivo y de esta manera lo protegen
de la acidez, la irritacion y la inflamacion. Los principios amargos proporcionan un sabor amargo y
desagradable al extracto, pero estimula las secreciones cloropépticas y de la motilidad gastrica, a

dosis bajas (Garcia & Dias 2015, p. 41).
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Los fenoles y flavonoides presentan diversas actividades biol6gicas y farmacoldgicas a nivel
experimenta, entre los cuales se destacan: antioxidante, antitumoral, antiviral, tripanomicida, y
lehismanicida en cuanto a las actividades farmacolégica se han reportado: antidiabéticas,
hipoglucemiantes,  antiinflamatorias, antitromboéticas, hepatoprotectoras, ansioliticas y
anticonvulsivante, antiaminoloidegénica, neuroprotectora, antilipidémica, y antihipertensiva. Por
otra parte, han demostrado experimentalmente la inhibicidn de enzimas como la topoisomerasa 1V,
santina oxidasa, aldosa reductasa, o-glucosidasa y amilasa transcripatasa inversa del virus de
inmunodeficicencia humana (VIH), proteina quinasa C, tirosina quinasa, calmodulina, hexoquinasa,
glucosa-6-fosfatasa, fosfolipasa A2 y 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1, solo por

mencionar algunas (Gambaro & Ellis 2012, pp. 318-319).

La capacidad antioxidante de los flavonoides ha sido reconocida en diversos estudios, ya que estos
compuestos pueden unirse a las enzimas transportadoras de hormonas y al ADN. Ademas pueden
quelar los iones metalicos como el Fe3+, Cu2+, Zn2+, catalizar el transporte de electrones y
depuran los radicales libres. Cabe indicar que probablemente la accion hipoglucemiante de estos
extracto indicados en nuestro estudio, es gracias a la presencia de quercetina, acido cafeico y el
acido clorogénico que tiene fuerte afinidad de union a la glucoquinasa lo cual ya han sido
identificada y estudiada en Africa mediante el analisis de acoplamiento molecular (Obafemi &

Tajudeen 2017, p. 116).

Tabla 2-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de extractos de frutos de S. dulcificum.

ENSAYOS TIPO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITOS ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
Sudan Aceites y grasas + - NA
Dragendorf Alcaloides ++ ++ +
Mayer Alcaloides + ++ +
Wagner Alcaloides + + -
Baljet Cumarinas + + NA
Liberman- Terpenos-esteroides Verde oscuro Verde intenso NA
buchard
Catequinas Catequina NA Mancha verde NA
carmelita

Resinas Resina NA + NA
Fehling Azlcares reductores NA + +
Espuma Saponina NA + +
ClzFe Fenoles y taninos NA Rojo-vino Verde
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Borntrager Quinonas NA - NA

Shidona Flavonoides NA + +
Antocianidinas Flavonoides NA + +
Ninhidrina Aminoécidos libres NA - NA
Mucilagos Polisacaridos NA NA -
Principios Principios amargos NA NA Sabor
amargos ligeramente

acido

+++: Reaccion de gran intensidad; ++: Reaccion de mediana intensidad; +: Reaccion de baja intensidad; -: No detectado; NA:
No aplica.

Elaborado por: Bueno P, Segundo 2020

En la tabla 2-3 se indica los resultados de tamizaje fotoquimico del extracto hidroalcohdlico de
Synsepalum dulcificum en fruto, segln la técnica de Miranda y Cuellar encontrandose la presencia
de alcaloides, cumarinas, terpenos, resina, azlcares reductores, saponina, fenoles y flavonoides de

reacciones de mediana y de baja intensidad.

Los metabolitos analizados en el fruto se encuentran en menor cantidad lo cual debid ser que
durante el tratamiento de secado se aplicé la temperatura en la que se pierde ciertos componentes
como la proteina que se desnaturaliza, ya que estudios realizados para este tipo de investigaciones la
fruta debe ser liofilizada en la que todos los componentes se mantienen, por esta razén en los
resultados del tamizaje fotoquimico nos da muy baja intensidad de reaccién de los metabolitos. En

si la fruta tiene compuestos fendlicos y flavonoides que dan la actividad antioxidante.

Segun estudios realizados de Huajun Jian y Fang Qiao, Jie Chen y Nongyue en 2017 articulo
denominado “Caracterizacion fisicoquimica de polisacaridos de las semillas y fruto (Synsepalum
dulcificum) y su actividades antioxidante e inhibidoras de la a-glucosidasa in vitro” en la que
indican que la piel de la fruta contiene mayor cantidad de compuestos fenolicos y flavonoides
responsables de la actividad inhibidora de la a-glucosidasa siempre y cuando la materia prima haya

sido tratada en éptimas condiciones para que se mantenga dicha propiedad.
3.2. Cromatografia en capa fina (TLC)
Se realiz6 la identificacion y separacion de compuestos a través de la cromatografia en capa fina.

Para la cual se empled como fase movil acetato de etilo: &cido férmico: acido acético glacial: agua
(100:11:11:26) como se indica en la figura 1-3.
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Figura 1-3: Cromatografia en capa fina de extractos hidroalcohdlicos S.

dulcificum (izquierdo hojas derecho fruto).
Realizado por: Bueno P, Segundo 2020

Tabla 3-3: Posibles compuestos identificados en los extractos de hojas y fruto de Synsepalum

dulcificum
Extractos Compuestos  Dgm Dr Rf
(cm)  (cm)
Extracto hidroalcohdlico de las 1 73 2,6 0,35
hojas de Synsepalum dulcificum 2 73 30 0,41
3 7,3 4,4 0,60
4 7,3 6,1 0,83
Extracto hidroalcoholico del fruto 1 5,1 08 0,16
de Synsepalum dulcificum 2 51 16 0,31
3 5,1 2,7 0,53

Elaborado por: Bueno P, Segundo, 2020

Se compard los Rf de referencia en funcion de la revision bibliogréafica de Wagner y Bladt (1996) se

pudo identificar que los Rf de los extractos analizados coinciden con los siguientes compuestos:

rutina, hiperésido, acido clorogénico, acido isoclorogénico y finalmente dos compuestos que

comparten el mismo Rf que puede ser Q-3-O-glucosidos. Estudios realizados en HPLC por

Obafemi, determinaron que las hojas de Synsepalum dulcificum presenta gran cantidad de fenoles y

flavonoides (Obafemi et al., 2017), los cuales se detallan acontinuacion:
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v" Quercetina 3-Ob-D-glucésido
v Quercetina 3-Ob-D-glucopiranosil-(1-2)-a-L-rhamnopyranosido
v"Isorhamnetin 3- Ob-D-glucopyranosyl-(1-2)- a-L-rhamnopyranosido

La quercetina es un flavonoide con capacidad de inhibir el crecimiento o proliferacion de las células
tumorales malignas (anticancerigeno potencial). Ademas, posee actividad antioxidante bloqueadora
de los efectos causados por radicales libres y la oxidacion.

La presencia de acido clorogénico en esta especie de planta aumenta la actividad antioxidante, le

otorga accién hipoglucemiante, antiviral, hepatoprotectora, y nutracéutica.

Tabla 4-3: Caracteristicas organolépticas del extracto hidroalcohdlico de Synsepalum dulcificum de

hojas y fruto.

Parametros Resultados
Hojas Fruto
Color Verde oscuro Rojo vino oscuro
Olor Herbéceo Aromético a fresa
Sabor Astringente y amargo Ligeramente 4cido
Rendimiento 7,02% 5,14%

Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020

La presencia de sabores astringentes, acidos y amargos se debe a la existencia de polifenoles,
flavonoides y compuestos fendlicos. En cuanto al rendimiento de las plantas, se obtuvo un 7,02% en

las hojas y 5,14% de rendimiento en el fruto.

3.3. Actividad hipoglucemiante in vivo

Para la evaluacion de la actividad hipoglucemiante del extracto de hojas y fruto de Synsepalum
dulcificum, se empled el modelo experimental descrito en la tabla 1-2. Se realiz6 una recoleccion
sistematica y organizada de datos en funcion de diferentes horas y dias (0, 1, 2, 3, 4, 5 hora; 3,5, 7
dias). Los modelos animales fueron agrupados de forma aleatoria y posteriormente fueron

codificados (marca en la cola de diferentes colores) segun el tratamiento que le correspondiese. Se
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administré los diferentes extractos y controles, obteniéndose los resultados mostrados en la tabla 5-
3y6-3

Tabla 5-3: Lecturas de glicemias a través de las horas en los ratones diabéticos

PROMEDIO DE NIVELES DE GLUCOSA

TRATAMIENTOS TIEMPO DE MEDICION

Basal 1 hora 2 hora 3 hora 4 hora 5 hora

mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Blanco 91,429 91,571 95,143 88,857 87,143 90,857
Control (-) STZ 211,143 214,857 225,429 227,857 229,000 | 231,000
Control (+) Acarbosa 207,857 199,286 192,286 177,429 144,571 | 127,857
Extrac. Fruta 30 mg/kg 224,714 216,000 202,143 188,429 172,714 | 161,714
Extrac. Fruta 60 mg/kg 215,286 208,714 199,000 185,571 168,286 | 158,000
Extrac. Hojas 30 mg/kg 229,286 208,143 197,286 168,429 128,000 | 104,000
Extrac. Hojas 60 mg/kg 215,714 202,857 175,286 151,143 120,286 | 105,714
Extrac. Solucién S 30 mg/kg 213,714 211,143 206,571 197,429 189,857 | 186,143
Extrac. Solucién S 60 mg/kg 200,143 198,286 196,143 194,571 190,571 | 184,286

Extrac. Hojas y fruto (Synsepalum dulcificum); Nivel de glucosa mg/dL

Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020

Tabla 6-3: Lecturas de glicemias a través de los dias en los ratones diabéticos

MEDIA DE NIVELES DE GLUCOSA

TRATAMIENTOS TIEMPO DE MEDICION

3 dias 5 dias 7 dias

mg/dL mg/dL mg/dL
Control (-) STZ 226,630 228,714 238,541
Control (+) Acarbosa 179,143 129,857 116,714
Extrac. Fruta 30 mg/kg 183,428 168,429 159,714
Extrac. Fruta 60 mg/kg 189,571 168,857 148,143
Extrac. Hojas 30 mg/kg 182,187 122,714 110,286
Extrac. Hojas 60 mg/kg 151,143 115,429 106,714
Extrac. Solucién S 30 mg/kg 189,429 192,714 180,217
Extrac. Solucion S 60 mg/kg 194,143 188,143 187,493

Extrac. Hojas y fruto (Synsepalum dulcificum); Nivel de glucosa mg/dL
Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020
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Glucosa vs tiempo
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i —-m- Control (-) STZ
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Gréfico 1-3: Concentracion de nivel de glucosa en diferentes horas de medicion.
Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020

Glucosa vs tiempo
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Graéfico 3-3: Concentracién de niveles de glucosa en diferentes dias.
Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020

En la tabla 5-3 y figura 2-3, se observa que a tiempo cero el grupo control negativo se inicia con
niveles de 214,143 mg/dL de glucosa llegando asi a la séptima hora a 231,000 mg/dL,
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observandose el incremento de nivel de glucosa debido a que el dafio de las células B del pancreas
va en aumento ya que no hay presencia de antioxidantes que pueda proteger dichas células, como si
se pueden observar en los grupos tratados con los extractos con posible presencias de flavonoides.
Mientras que los grupos tratados con los extractos de 30 y 60 mg/kg a partir de la primera hora
comienzan a disminuir la glucemia durante todas las horas de evaluacion con respecto al grupo
control negativo, sin embargo, no fue suficiente para normalizar los niveles de glucemia. EIl grupo
tratado con acarbosa (control positivo), se inicia con 207 mg/dL de glucosa y a partir de la primera
hora disminuye hasta valores de 127,857 mg/dL. En cuanto al grupo Solucion S. de ambas
concentraciones se observa que disminuye muy lento iniciando valores desde 213,714 mg/dL a
186,143 mg/dL. El grupo tratado con extracto de fruto de igual forma en las mismas
concentraciones disminuyen los niveles de glucosa iniciando desde 224,714 mg/dL hasta 161,714
mg/dL sin embargo no llega a niveles deseados. Los extractos que tuvieron la mejor actividad e
incluso al de control positivo fueron las hojas iniciando con nivel de glucosa de 215,714 mg/dL

llegando hasta 105,714 mg/dL en la séptima hora de medicién.

En la figura 3-3, se puede apreciar que los extractos elaborados de hojas y fruto Synsepalum
dulcificum a la dosis de 30 mg/kg y 60 mg/kg presentan cierta actividad antidiabética en
comparacién con el control negativo (STZ) el nivel de glucosa permanece > 200 mg/dL. Los
extractos con mejor actividad hipoglucemiante son las hojas en comparacion con el control positivo
y con peor actividad son las de Solucion S. de ambas concentraciones. Durante el tratamiento en los
dias 5 y 7 se observa mejor las diferencias entre distintos grupos administrados, de igual que el caso
de medicidn en horas también en dias los extractos que predomina son las hojas esto resultados se
corrobora con los estudios realizados en Nigeria, en la que los posibles metabolitos presentes en los

extractos tiene afinidad de unién a la glucoquinasa por ende los niveles de glucosa va descendiendo.

3.4. Analisis estadistico

Se realizé el test de ANOVA para determinar la existencia de diferentcias significativas entre los
tratamientos para lo cual se considerd los valores obtenidos en las diferentes horas y dias, debido a
que es el tiempo en el cual se observan los cambios de los niveles de glucosa después de la
administracion de los extractos. Si p>=0,05 se acepta la hip6tesis nula concluyendo que no existe
diferencia significativa entre los tratamientos, pero si p<0,05 se procede a realizar el test de Tukey
donde se determina cual de los tratamientos presenta diferencia significativa. Dando como resultado

la siguiente tabla 6-3.
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Tabla 6-3: Test de ANOVA para los tratamientos en funcién del tiempo.

Fuente GL Suma de Media Valor F Valor p
cuadrados cuadrética

Tratamientos 451571 5644,3 67,96 0,000

Error 306465 830,5

Total 758035

Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020

Segun el analisis realizado y con un nivel de confianza del 95% se obtuvo un resultado de p<0,05,

por lo que se procede a rechazar la hipétesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa mostrando que

si existio actividad hipoglucemiante por efecto de algin tratamiento administrado. Por lo que se

procedio a realizar el test de Tukey con nivel de confianza de 95% para determinar en cudl de los

tratamientos existe una diferencia significativa. Dando como resultado las siguientes tablas 7-3.

Tabla 7-3: Analisis estadistico test de Tukey de la medicion 6 (mediciones de glucosa en horas)

Diferencia EE de ICde 95% | Valor | Valorp

Diferencia de niveles de las diferenci T ajustado
medias a

Control (STZ) - Blanco 130,21 6,29 | (110,69. 149,74) 20,71 0,000
Control (Acarbosa) - Blanco 84,05 6,29 | (64,53.103,57) 13,36 0,000
Fruta 30 mg/kg - Blanco 103,45 6,29 | (83,93.122,97) 16,45 0,000
Fruta 60 mg/kg - Blanco 98,31 6,29 | (78,79.117,83) 15,63 0,000
Hojas 30 mg/kg - Blanco 81,69 6,29 | (62,17.101,21) 12,99 0,000
Hojas 60 mg/kg - Blanco 77,33 6,29 | (57,81. 96,85) 12,30 0,000
Solucién S 30 mg/kg - Blanco 109,98 6,29 | (90,45.129,50) 17,49 0,000
Solucién S 60 mg/kg - Blanco 103,17 6,29 | (83,65.122,69) 16,40 0,000
Control (Acarbosa)- Control -46,17 6,29 | (-65,69.-26,65) -7,34 0,000
(STZ)
Fruta 30 mg/kg - Control (STZ) -26,76 6,29 | (-46,28. -7,24) -4,26 0,001
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Fruta 60 mg/kg - Control (STZ) -31,90 6,29 | (-51,43.-12,38) -5,07 0,000
Hojas 30 mg/kg - Control (STZ) -48,52 6,29 | (-68,05.-29,00) 1,72 0,000
Hojas 60 mg/kg - Control (STZ) -52,88 6,29 | (-72,40. -33,36) -8,41 0,000
Solucién S 30 mg/kg - Control -20,24 6,29 (-39,76. -0,72) -3,22 0,035
(ST2)

Solucién S 60 mg/kg - Control -27,05 6,29 | (-46,57. -7,53) -4,30 0,001
(ST2)

Fruta 30 mg/kg - Control 19,40 6,29 (-0,12. 38,93) 3,09 0,052
(Acarbosa)

Fruta 60 mg/kg - Control 14,26 6,29 (-5,26. 33,78) 2,27 0,362
(Acarbosa)

Hojas 30 mg/kg - Control -2,36 6,29 | (-21,88. 17,16) -0,37 0,007
(Acarbosa)

Hojas 60 mg/kg - Control -6,71 6,29 | (-26,24. 12,81) -1,07 0,979
(Acarbosa)

Solucién S 30 mg/kg - Control 25,93 6,29 (6,41. 45,45) 4,12 0,001
(Acarbosa)

Solucion S 60 mg/kg - Control 19,12 6,29 (-0,40. 38,64) 3,04 0,060
(Acarbosa)

Fruta 60 mg/kg - Fruta 30 mg/kg -5,14 6,29 | (-24,66. 14,38) -0,82 0,996
Hojas 30 mg/kg - Fruta 30 mg/kg -21,76 6,29 (-41,28. -2,24) -3,46 0,016
Hojas 60 mg/kg - Fruta 30 mg/kg -26,12 6,29 | (-45,64. -6,60) -4,15 0,001
Solucién S 30 mg/kg - Fruta 30 6,52 6,29 | (-13,00. 26,05) 1,04 0,982
mg/kg

Solucion S 60 mg/kg - Fruta 30 -0,29 6,29 | (-19,81. 19,24) -0,05 1,000
ma/kg

Hojas 30 mg/kg - Fruta 60 mg/kg -16,62 6,29 (-36,14. 2,90) -2,64 0,169
Hojas 60 mg/kg - Fruta 60 mg/kg -20,98 6,29 (-40,50. -1,45) -3,34 0,024
Solucion S 30 mg/kg - Fruta 60 11,67 6,29 (-7,85. 31,19) 1,86 0,645
ma/kg

Solucién S 60 mg/kg - Fruta 60 4,86 6,29 | (-14,66. 24,38) 0,77 0,998
mg/kg

Hojas 60 mg/kg - Hojas 30 mg/kg -4,36 6,29 | (-23,88. 15,16) -0,69 0,999
Solucién S 30 mg/kg - Hojas 30 28,29 6,29 (8,76. 47,81) 4,50 0,000
mg/kg

Solucion S 60 mg/kg - Hojas 30 21,48 6,29 (1,95. 41,00) 3,41 0,018
mg/kg

Solucién S 30 mg/kg - Hojas 60 32,64 6,29 (13,12. 52,16) 5,19 0,000
mg/kg

Solucion S 60 mg/kg - Hojas 60 25,83 6,29 (6,31. 45,35) 4,11 0,001

mg/kg
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Solucion S 60 mg/kg - Solucién S -6,81 6,29 | (-26,33. 12,71) -1,08 0,977
30mg/kg

Nivel de confianza individual= 99,78% Extractos de hojas y fruto Synsepalum dulcificum

Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020
Tabla 8-3: Analisis de medias entre tratamientos con diferencias significativas en funcion del

tiempo.
Tratamientos N Media Agrupacion
Blanco 42 90,8333 A
Hojas 60 mg/kg 42 168,1667 B
Hojas 30mg/kg 42 172,5238 B
Control (+) Acarbosa 42 174,8810 B
Fruta 60 mg/kg 42 189,1429 C
Solucién S 60 mg/kg 42 191,0000 C D
Fruta 30 mg/kg 42 192,2857 D
Solucién S 30 mg/kg 42 200,8095 E
Control (-) STZ 42 221,0476 F

Las medias que no comparten una sola letra son significativamente diferentes. Extractos de hojas y fruto Synsepalum dulcificum

Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020

Mediante el test de Tukey se determiné que tratamientos fueron significativamente diferentes y los
que tenian similar relacién. La tabla 8-3 muestra que en los casos del control positivo (Acarbosa)
con los extractos de hojas a concentracion de 60 y hojas 30 mg/kg presentan actividad similar, en
este caso la agrupacion con el medicamento indica que los extractos poseen efecto hipoglucemiante
durante el tiempo medido por horas. El tratamiento del extracto fruta 60 y Solucién S 30 mg/kg es
diferente, ya que, a pesar de presentar cierta actividad hipoglucemiante estas no fueron tan efectivas

como los demas.

Se realizé el test de ANOVA para tratamientos en funcidn de los dias de estudio (3, 5, 7 dias), dado
que, es el tiempo en el cual se aprecia la disminucion de los niveles de glucosa. Para establecer si
p>0,05 se acepta la hipétesis nula concluyendo que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos, pero si p<0,05 se procede a realizar el test de Tukey donde se determina en cuél de los
grupos de tratamientos existe una diferencia significativa. Dando como resultado los datos de la
tabla 9-3.
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Tabla 9-3: Test de ANOVA para los tratamientos en funcién de los dias de medicién

Glucosa GL Suma de Media Valor F Valor p
cuadrados cuadrética

Tiempo (semana) 2 30696 15348 27,72 0,000

Tratamiento 7 147277 21040 37,753 0,000

Error 158 89065,257 564,163

Total 167 267038,296

Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020

El andlisis realizado con un nivel de confianza del 95% dio como resultado que p<0,05, por
lo que se procede a rechazar la hipdtesis nula y aceptar la hipétesis alternativa que indica que existe

diferencia significativa por lo menos en uno de los extractos administrados.

Tabla 10-3: Andlisis de medias que son significativamente diferentes en tratamiento dias.

Tratamientos N Media Agrupacion

Hojas 60 mg/kg 21 132,7619 A

Control (+) Acarbosa 21 141,9048 A

Hojas 30 mg/kg 21 148,8095 A B

Fruta 60 mg/kg 21 168,9571 B

Fruta 30 mg/kg 21 171,9524 B

Solucién S 30 mg/kg 21 187,3810

Solucién S 60 mg/kg 21 189,7619

Control (-) STZ 21 230,9048 D

Las medias que no comparten una sola letra son significativamente diferentes. Extractos de hojas y fruto Synsepalum dulcificum

Realizado por: Bueno P, Segundo, 2020

La tabla 10-3 muestra que el control negativo STZ es diferente a los demés tratamientos, debido a
que sus valores de la glucosa permanecen elevados al no recibir tratamientos, en comparacion con
los demés grupos que reciben los diferentes tratamientos, en el caso de los extractos de hojas los
valores medidos se asemejan con los obtenidos por el control positivo. El tratamiento Solucién S.
60 mg/kg es diferente a todos a pesar de tener una cierta actividad hipoglucemiante esta no fue tan

efectiva.
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Se evidencio6 también que al transcurrir los dias de tratamiento el nivel de glucosa va disminuyendo
y el menor valor se presenta en el séptimo dia llegando a niveles de glicemia parecidos a los

normales.

3.5. Discusion

En el presente estudio se evalud el efecto hipoglucemiante de los extractos hidroalcoh6licos de
hojas y fruto de Synsepalum dulcificum, en un modelo animal con diabetes inducida por STZ, la
razon del uso de esta sustancia se debe a su toxicidad selectiva frente a las células beta, encargada
de producir insulina. Algunas evidencias indican que la toxicidad de la STZ est4d mediada por el

reconocimiento especifico de algunos receptores sobre las células beta.

La STZ al parecer provocaria un decremento en los niveles del dinucleétido de nicotinamida y
adenina (NAD), al disminuir su sintesis e incrementar su hidrolisis. La nicotinamida protege a los

animales contra la citotoxicidad tanto de STZ como la de aloxano.

Los resultados obtenidos el grupo del control positivo con Acarbosa 100 mg/kg, evidencia el
potencial farmacoldgico que tiene el medicamento, esto se debe, a su mecanismo de accion
encargado de aumentar la secrecion de insulina en las células beta de los islotes Langerhans del
pancreas, ademas de participar en la disminucién de la glucogendlisis y la gluconeogénesis

hepatica.

En el tamizaje fitoquimico de hojas y fruto (Synsepalum dulcificum) se pudo identificar de forma
cualitativa la presencia de los metabolitos secundarios como se indica en las tablas 2-3 y 3-3.
Recalcando la importancia de los compuestos fendlicos y alcaloides; los primeros son conocidos
por su increible capacidad antioxidante, mientras que los alcaloides participan en procesos de

inhibicién enzimatica.

Los resultados prometedores de la actividad hipoglucemiante de la especie seleccionada puede estar
relacionado a la presencia de flavonoides y alcaloides estos compuestos poseen estructuras capaces
de donar electrones facilmente, ya que poseen grupos hidroxilos en posicién orto y por lo tanto
ejercen una poderosa actividad de barrera de electrones, ademas pueden unirse a enzimas, € incluso
a iones metalicos transitorios tales como: hierro, cobre y zinc, catalizan el transporte de electrones y
depuran los radicales libres. Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente
hacia los radicales hidroxido y superdxido, especies altamente activas, es decir poseen un efecto

protector frente a los fenémenos de dafio oxidativo por lo tanto no es de extrafiar que Synsepalum
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dulcificum proteja las complicaciones crénicas producidas por la diabetes, ademas los resultados
obtenidos en los tratamientos con extractos en hojas son semejantes a los que se obtuvieron en
estudios realizados en la Universidad de Nigeria Ibadan, mientras que la fruta no present6 efectos

significativos.

CONCLUSIONES

v Se determind la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohélico de hojas y fruto de
Synsepalum dulcificum recolectada en el pais, con la finalidad de comprobar si presenta o
no efectos similares a especies que crecen en otras partes del mundo, como su homoéloga de
Africa, que han sido ampliamente investigada por sus importantes efectos en la disminucion
de la cantidad de glucosa en sangre. Synsepalum dulcificum en el Ecuador esta siendo
utilizada como el edulcorante, por lo que es importante conocer si influye en los niveles de

glucosa de las personas que lo consumen.

v' Mediante el tamizaje fitoquimico de las hojas y fruto de Synsepalum dulcificum se
identificd la presencia de metabolitos secundarios representativos, entre los cuales se pudo
observar flavonoides, taninos quinonas, cumarinas, terpenoides, asi como mucilagos,
principios amargos. Cabe recalcar que los flavonoides en el fruto no estuvieron presentes, la

fuente principal de estos fueron las hojas.

v" Se evalué la actividad hipoglucemiante de los extractos de hojas y fruto de Synsepalum
dulcificum a diferentes dosis, se observo que los tratamientos con mayor efectividad fueron
los que presentaron dosis de 30 y 60 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas. Los
resultados de ambos tratamientos presentaron actividad hipoglucemiante significativa, esto
posiblemente se deba a que la fruta es muy sensible a la temperatura y la proteina con

efecto hipoglucemiante comprobado es facilmente desnaturalizada.

v" Se comparé los resultados de los extractos de fruta y hojas de la fruta milagrosa a diferentes
dosis con el control positivo. Los extractos mostraron resultados estadisticamente similares
a los obtenidos con el control positivo; por lo que, el extracto de las hojas podrian ser
empleado como un potencial antidiabético, y debido a la presencia de flavonoides
presentaria importantes efectos antioxidantes lo que evitaria posteriormente en el paciente

el desencadenamiento del sindrome metabdlico.
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RECOMENDACIONES

v' Se recomienda para posteriores estudios a realizarse en la fruta controlar la temperatura ya
que la proteina que esta presente es termolabil, para lo cual se sugiere su liofilizacion ya
gue por estos métodos las propiedades se mantienen en su totalidad y los resultados serian

mas confiables.

v De igual forma, se recomida que se realice la cuantificacion de flavonoides tanto en hojas

como en el fruto, debido a su importante actividad hipoglucemiante y antioxidante.

v Realizar estudios de su efecto antiinflamatorio y antioxidante, ya que es rica en metabolitos

secundarios, ademas segun el conocimiento ancestral es empleada contra la malaria.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Etreptozotocina: es una sustancia quimica diabetogénica que se utiliza para inducir la diabetes en
modelos experimentales, este compuesto es absorbido por el transportador GLUT2 en las células

pancreticas (Meng & Faxiang 2018, p. 1348).

Transportador de glucosa: es un transportador de baja afinidad lo cual es expresando en las
membranas de células pancreéticas, hepaticas, renales e intestinales asi como también en astrocitos
y tanicitos. Ademas esté involucrada en el transporte de galactosa, fructosa y glucosamina; por lo
que mas que un transportador de glucosa en un transportador de hexosas (Meng & Faxiang 2018, p.

1348).

DPPH: La molécula DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) se caracteriza por ser un radical libre
estable en virtud de la reubicacion de electrones no apareados en toda la molécula. Al agregar una
sustancia que actla con hidrogeno a una solucion de DPPHe, se obtiene hidrazina cambiando

simultaneamente el color de violeta a amarillo palido (Rivas Silva 2017, p. 52).

Flavonoides: son metabolitos secundarios presentes en los vegetales y que protegen al organismo
del dafio producido de agentes oxidantes, como los rayos ultra violetas, la polucion ambiental,

sustancias quimicas presentes en los alimentos (Praka & Gupta 2012, p. 26).

Antioxidantes: compuesto quimico sintético o natural que tiene la capacidad de evitar o reducir la

intensidad de las reacciones de oxidacion (Praka & Gupta 2012, p. 26).

Cromatografia en capa fina: es un método analitico, empleado para la separacién de los
compuestos, donde la placa de la silica gel (fase estacionaria) es sumergida a una fase movil
(eluyente) la cual sube por la capilaridad desplazando los compuestos. Un indicador fluorescente

permite la visualizacion de los compuestos activos a la luz UV (Rivas Silva 2017, p. 52).

Oxido nitrico: es un mediador quimico enddgeno cuyo efecto predominate es la vasodilatacion lo
cual es producido en la naturaleza a partir de los combustibles fdsiles, siendo rapidamente oxidado

a Oxido nitroso (Praka & Gupta 2012, p. 26).

Hiperglucemia: es la concentracion elevada de glucosa en sangre. Es el hallazgo basico en todos
los tipos de diabetes mellitus cuando no estdn controlando o en sus inicios. El opuesto a este

término es la hipoglucemia (Alvarez & Peralta 2019, p. 17).
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ANEXQOS:

ANEXO A: Acondicionamiento del material vegetal

Hojas de Synsepalum dulcificum en el desecador Fruto Synsepalum dulcificum en el
desecador

ANEXO B: Tamizaje fitoquimico de Synsepalum dulcificum de hojas y fruto
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Ensayos de identificacion en extracto etéreo de fruto de Synsepalum dulcificum



Ensayos de identificacién del extracto acuoso de las hojas de Synsepalum dulcificum



ANEXO C: Preparacion de los Extractos de hojas y fruto Synsepalum dulcificum

Filtracion del extracto liquido bruto hojas

Concentracion del extracto bruto de Synsepalum dulcificum en rota vapor por presion reducida y

temperatura de 50°C

Concentrado de los extractos de hojas y fruto Synsepalum dulcificum



ANEXO D: Cromatografia en capa fina de los extractos hidroalcoholicos hojas y fruto Synsepalum

dulcificum

Cromatografia en capa fina de extractos hidroalcohdlicos Synsepalum dulcificum (izquierdo hojas

derecho fruto).

ANEXO E: Induccion de la diabetes con administraciébn de Estreptozotocina (STZ) y

administracion de tratamientos

Administracion de STZ por via intraperitoeal en ratones Mus musculus



Dosificacion de los extractos por via oral en ratones Mus musculus

ANEXO F: Medicién de niveles de glucosa

Glucosa basal antes de la induccién de diabetes

Glucosa basal de 72 horas después de haber inducido la diabetes ya con tratamientos de los

extractos.
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