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PREFACIO

Este trabajo surgié por un interés personal sobre la diabetes, ya que mi papa, abuelo y un
amigo cercano sufre de esta enfermedad. Es una enfermedad que afecta a personas de todos los
niveles sociales y edades, por lo que este tema es relevante para la salud a nivel mundial. Guatemala,
siendo un pais en desarrollo, necesita buscar alternativas de facil acceso para cualquier persona. Ya
que cuenta con una alta biodiversidad, tiene potencial para buscar un apoyo natural que pueda
ayudar a controlar los niveles de azlicar. Tomando en cuenta esta idea se propuso el siguiente tema

de investigacion.

Agradezco a mi papa, Tat Wah Chau, por apoyarme en cada etapa de mi vida y por darme
la oportunidad de tener una excelente educacion. También agradecerle a cada miembro de mi
familia que me apoyo durante mi época de colegio y universidad. Agradezco a mi novia, Patricia,
por estar este afio junto a mi y apoyarme en cada momento desde que entrd a mi vida y a superarme
cada dia mas. De igual forma, a mis amigos que me apoyaron en diferentes momentos de mi vida,
especialmente a mis mejores amigos Luis Gabriel, Maria José y Juan José, Karin por apoyarme en

los momentos en que mas necesitaba.

Le agradezco a la Universidad del Valle de Guatemala, a la Facultad de Ciencias y
Humanidades y al Centro de Investigacion. Al Lic. José Carlos Chiquin por ser mi asesor y por
apoyarme académicamente durante la carrera y la realizacion de esta tesis. A la Licda. Ana Luisa
Mendizabal por el apoyo de analisis instrumental y con su ayuda en el manejo del equipo que se
utilizé en la tesis. A cada uno de mis catedraticos que me ayudo prepararme durante mi tiempo en

la Universidad del Valle de Guatemala.

A todas las personas que contribuyeron en la realizacion de esta tesis.






INDICE

PREFACTO ... 111
LISTADO DE CUADROS .....oomoeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo VII
LISTADO DE FIGURAS ... IX
RESUMEN ..o XI
LINTRODUGCCION .....cooviimiieieeieeeeeeeeeeeee oo 1
IL JUSTIFICACION. ... 3
TIL HIPOTESIS ..o 5
TV.OBIETIVOS.....oooooeeeeeeeee oo, 7
V.MARCO TEORICO ........omiooeieeeeeeeeeseee oo 9
VI. MARCO METODOLOGICO ..o 25
VIL RESULTADOS. ... 31
VIIL. ANALISIS DE RESULTADOS ......ovvivoeeeeeeeeeee e 39
IX. CONCLUSIONES ......coommiieieeeeeeeeeeeeee e see e 45
X. RECOMENDACIONES .......oomimiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s s se e 45
XI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooovooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 49
XIL APENDICE Lo 59

XTI CONTACTOS ..o 81



Vi



©° ® N W,

LISTA DE CUADRO

Cuadro 1. Teimpo de elucion de las muestras............c.ovveviinniiinnnnnn. 31
Cuadro 2. Resultados de pruebas cualitativas para cada muestra (fraccion)
D ZLSZ0) 813 40 1T 32
Cuadro 3. Cambios de color observados en las pruebas cualitativas para
cada muestra (fraccion) y controles..........c.ooevvinieiniiiniiiiiii e, 33

Cuadro 4. Resultados de pruebas cualitativas para cada muestra (fraccion)

D ZLSZ0) 813 40 1T 34
Cuadro 5. Prueba de Shapiro-wilk para ver normalidad ...................... 35
Cuadro 6. Prueba post-hoc de Tuckey para ver subconjuntos................ 37
Cuadro 7. Regresion lineal del promedio del control y las muestras........ 37
Cuadro 8. Resultados de pruebas de normalidad de shapiro wilk............ 77
Cuadro 9. Modelo de regresion lineal planteado por SPSS................... 78

. Cuadro 10. ANOVA para verificar que el modelo planteado es el

(70} u g<1v1 (o FU 79

vii



viii



p—

A e A O e

[\ I NG T NG T NG T NG T NG T NG N S S S T T T T Gy S
AN DN A WD = O OV 0NN B W NN~ O

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Neurolaena lobata......................c.ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiia.,
Figura 2. Localizacion de la Neurolaena lobata. ...................................
Figura 3. Estructura general de los flavonoides....................cooiiint.
Figura 4. Estructurade la crisina..............oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiean
Figura 5. Estructurade lanarangina. ...,
Figura 6. Estructura general de las antocianinas................c.ocoiiiiiiina.n.
Figura 7. Estructura general de isoflavonas..................ccooiiiit,
Figura 8. Estructura general de flavonas. ...,
Figura 9. Estructura general de flavonol....................oo.
. Figura 10. Regresion lineal utilizando el promedio del In de la absorbancia.........
. Figura 11. Revelado de primera placa con solvente tolueno acetato............
. Figura 12. Revelado de la segunda placa con solvente tolueno acetato..........
. Figura 13. Revelado de la tercera placa con solvente metanol-cloroformo.....
. Figura 14. Revelado de la cuarta placa con solvente metanol-cloroformo......
. Figura 15. Fraccion 1 tiempoOa3 horas..........coovvviiiiiiiiiiiiiii e,
. Figura 16. Fraccion 2 tiempo 3 a6 horas...........oovviiiiiiiiiiiiiiiieii s
. Figura 17. Fraccion 3 tiempo 6 alas 9 horas.............coovviiiiiiiiiiinn.
. Figura 18. Fraccion 4 tiempo 9al 12 horas..........c.oovviiiiiiiiiiiiiinnns.
. Figura 19. Fraccion 5 tiempo 12 a 15 horas........covvvviiiiiiiiiiiiieen,
. Figura 20. Fraccion 6 tiempo 15 al 18 horas.............cooovviiiiiiiiiiinnn..
. Figura 21. Fraccion 7 tiempo 18 @21 horas.............oovvviiiiiiiiiiiiinnnn...
. Figura 22. Prueba de dimroth con controles y muestra 1 y2.....................
. Figura 23. Prueba de dimroth con controles y muestra3y4.....................
. Figura 24. Prueba de dimroth con controles y muestraSy 6.....................
. Figura 25. Prueba de Dimroth con controles y muestra 7..........................

. Figura 26. Prueba de cianidina con controles positivo y muestra 1 y 2..........



27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Figura 27. Prueba de cianidina con controles positivo y muestra3 y 4.............. 67

Figura 28. Prueba de cianidina con controles positivo y muestra Sy 6.............. 67
Figura 29. Prueba de cianidina con controles positivo y muestra 7.................. 68
Figura 30. Prueba de Leucoantocianinas con controles positivo y muestra 1 y 2....68

Figura 31. Prueba de Leucoantocianinas con controles positivo y muestra3 y 4....69

Figura 32. Prueba de Leucoantocianinas con controles positivo y muestra Sy 6....69

Figura 33. Prueba de Leucoantocianinas con controles positivo y muestra 7........ 70
Figura 34. Prueba de Marine-Bettolo con controles positivo y muestra 1 y 2.........70
Figura 35. Prueba de Marine-Bettolo con controles positivo y muestra3 y 4........71
Figura 36. Prueba de Marine-Bettolo con controles positivo y muestraSy6........ 71
Figura 37. Prueba de Marine-Bettolo con controles positivo y muestra 7............ 72

Figuras 38. Grafico Q-Q de normalidad de residuos de la absorbancia del control..73

Figuras 39. Grafico Q-Q de normalidad de residuos de la absorbancia de la muestra

Figuras 42. Grafico Q-Q de normalidad sin tendencia de los residuos estandares de
la absorbancia del control.......... ... 75
Figuras 43. Grafico Q-Q de normalidad sin tendencia de los residuos estandares de
laabsorbanciade lamuestraS...... ..o 75
Figuras 44. Grafico Q-Q de normalidad sin tendencia de los residuos estandares de
la absorbancia de lamuestra 6. 76
Figuras 45. Grafico Q-Q de normalidad sin tendencia de los residuos estandares de

la absorbancia de la MUESTIa 7. ..oovennee ettt e, 76



RESUMEN

En este trabajo se estudio una alternativa para poder ayudar a personas con diabetes
a controlar sus niveles de azicares. Para esto se realizd una investigacion bibliografica de
las plantas nativas de Guatemala que tienen actividad antidiabética y se encontrd la
Neuroloena lobata. Se investigd por qué esta puede tener dicha actividad y se encontrd que
los metabolitos secundarios de la plantan pueden ayudar en esto. Se sabe que los
flavonoides pueden tener esta actividad y que se encuentran en la mayoria de las plantas.
Dada esta informacion se planted una investigacion para ver las fracciones de extractos de

las hojas de la planta que contenian flavonoides y su actividad antidiabética.

Para realizar esto se extrajo el material vegetal utilizando un sonificador. Se realiz6
una cromatografia en capa fina para encontrar que fase mévil 6ptima para la separacion de
los compuestos de la planta, para luego hacer una separacioén en columna. Las fracciones
obtenidas en la separacion de columna se sometieron a pruebas cualitativas y a las que se
obtuvo positivo para flavonoide se les analizd su inhibicidon enzimatica utilizando alfa-

amilasa y almidon para simular la hidrolisis enzimatica.

Se encontré que las fracciones que obtuvieron positivo para flavonoides si tenian
actividad enzimatica. También se evaludé que la cinética de reaccion de hidrolisis

enzimatica de la a-amilasa con el almidon es de orden 1.

Xi



I. INTRODUCCION

La etnobotanica es el estudio de los recursos naturales de un lugar especifico, como las
plantas nativas que se han ido recolectando a lo largo del tiempo. Esto es de gran
importancia ya que se han ido descubriendo propiedades de las plantas que se pueden
aprovechar para la salud de las personas. Durante la historia los seres humanos han
descubierto propiedades que han ayudado en avances de distintas areas de la medicina

(Ocampo, 1994).

La busqueda de alternativas para el tratamiento de diabetes ha aumentado su
importancia debido al alza de su costo, puesto que la diabetes es una enfermedad
considerablemente comln en el mundo (AMA, 2013). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) publico en 2004 una aproximado de 300 millones de personas que padecen
de diabetes (Wild et al. 2004). Una de las principales razones por la que la diabetes puede
presentar problemas es el costo de los tratamientos, los cuales generan un gasto médico 2.3
veces mayor que el promedio segun la Asociacion Americana de Medicina, en 2013. En
paises europeos y Estados Unidos, la diabetes es una enfermedad que se encuentra cubierta
por el seguro social o médico de las personas, sin embargo, en Guatemala, los
medicamentos no son cubiertos por los seguros ni son proveidos por los hospitales (Barceld
et al. 2003). Se puede observar que la busqueda de alternativas mas econdmicas es de gran
importancia para mejorar la calidad de vida de las personas, por ejemplo, el uso de plantas

medicinales.

Los flavonoides son una familia fitoquimica de metabolitos secundarios, los cuales
aportan diferentes coloraciones a ciertas plantas (Havsteen, 1983). Unas de sus funciones
en las plantas son como agentes antioxidantes, brindando proteccién ante rayos UV,
condiciones ambientales y sustancias quimicas (Havsteen, 1983). La estructura general de
los flavonoides es de C6C3C6, la cual tiene varios grupos fenodlicos que permiten su

actividad antioxidante (Havsteen, 1983).

En Guatemala existe una gran diversidad de plantas, se pueden encontrar una gran
variedad de especies con diferentes propiedades medicinales (Ocampo, 1994). La

Neurolaena lobata es una de dichas plantas, a la cual la poblacion de diferentes lugares de



Guatemala, le tienen multiples usos, varios medicinales (Ocampo, 1994). Una aplicacion
que le dan a las hojas de esta planta es como tratamiento para la diabetes por medio de una
infusion de té (Caceres, 1999; Ocampo, 1994; Soumyanath, 2005). Su actividad
antidiabética puede deberse al contenido de flavonoides, sin embargo, no hay estudios
formales que analicen su aplicacion como un hipoglucemiante, inicamente se ha estudiado
su aplicacion como un cicatrizante (Nayak et al., 2014), antipaludico (Gupta, 1995),
antimicrobiano (Kufer, 2005), macro y microfilarial (Gracioso, 2000), insecticida (Lewis y
Lewis, 1976), antiinflamatorio (Lajter e al. 2014) y antimalarico (Castro et al. 1996). En
2011, Zhang y colegas realizaron un estudio en el cual se le administraron extractos de esta
planta, a ratones con diabetes, encontrando que si hay una disminucion en la glucosa de la

sangre de los ratones.

Lo que se pretende hacer con esta investigacion es determinar la actividad antidiabética
de las fracciones con presencia de flavonoides encontradas en las hojas de la Neurolaena
lobata. Se espera aportar informacion de esta planta para evitar la pérdida de conocimientos
valiosos de transmision oral de la poblacion guatemalteca y difundirlos para el
conocimiento cientifico actual. Ademas, este estudio puede ser desarrollado a mayor
profundidad en el futuro para que otros investigadores establezcan una dieta, suplemento o
farmaco segun estos resultados, a manera de mejorar el control de la diabetes y mejorar el

estilo de vida de las personas que sufren de esta enfermedad.



II. JUSTIFICACION

La diabetes es una enfermedad que afecta severamente a los habitantes de Guatemala
ya que esta no se ve tratada con la atencion necesaria (Cornejo 2015). En Guatemala se
tiene registrado que aproximadamente un 10.9% de la poblacion del pais sufre de diabetes,
sin embargo no se tiene registro del porcentaje de personas que no han sido diagnosticadas
ni del porcentaje de personas con pre-diabetes (Cornejo, 2015). De acuerdo a la Federacion
Internacional de Diabetes (2013), una persona con diabetes tiene un gasto de
aproximadamente Q45,000 al afio en medicamentos para regular su enfermedad; estos
gastos no incluyen el costo de insumos basicos, ni de ninglin tipo de dieta especial,
unicamente son los gastos de medicinas. Sin embargo, mas de la mitad de la poblacion de
Guatemala se encuentra en pobreza, por lo que no pueden comprar el tratamiento médico
que requiere la diabetes (INE, 2013) no es factible para esta poblacion. Ademas, el seguro
social del pais no tiene la prioridad de proveer de medicamentos a las personas que sufren
diabetes, haciendo que aquellos individuos que deben comprar las medicinas deban pagar
directamente de su propio sueldo (Barcelo et al. 2013). Es por esto que se necesitan buscar
alternativas mas econdmicas para poder tratar la diabetes. Una de estas alternativas puede

ser el uso de plantas medicinales.

Se sabe del uso de plantas que se pueden encontrar en Latinoamérica como remedios
caseros para tratar la diabetes mellitus, como es el caso de la Neurolaena lobata
(Soumyanath, 2005). En 1987, Gupta y colegas realizaron un estudio de la actividad

antidiabética de la N. lobata, sin embargo no mencionan el porqué de la actividad



antidiabética. Aprovechando que esta planta es comun encontrarla en Guatemala y crece
en casi todos los lugares donde hay bastante incidencia del ser humano se desea continuar
investigando al respecto (Caseres, 1999). De manera que, para aportar al conocimiento
general y desarrollar nuevas alternativas mas econdmicas, se debe realizar un analisis de la
actividad hipoglucemiante de Neurolaena lobata para determinar si es factible un
tratamiento alternativo para el cuidado de la diabetes con infusiones o extractos de esta

planta.

Al identificar la actividad de inhibicion de la a-amilasa se pueden hacer estudios
posteriores para lograr hacer un suplemento que a la larga puede ayudar econémicamente
a las personas que sufren de diabetes en Guatemala; y contribuir al desarrollo de nuevas
alternativas a los medicamentos actuales para el control de las glicemias. Se necesita
continuar con esta investigacion para en un futuro lograr reducir los costos del tratamiento
y ayudar considerablemente a aquellas que no tienen acceso a los medicamentos. Incluso,
se podria disminuir la necesidad de las personas del uso diario de insulina, ya que se podrian
implementar suplementos o infusiones a la dieta de las personas para tener un mejor control

de los niveles de glucosa.



III. HIPOTESIS

A. Hipotesis

Las fracciones con presencia de flavonoides van a inhibir la enzima o-amilasa. Esto
va a provocar que no se hidrolice el almidon haciendo que no produzca azucares

reductores a partir de polisacaridos.
Ho: Las fracciones con presencia de flavonoides van a inhibir el a-amilasa.
Ha: las fracciones con presencia de flavonoides no van a inhibir el a-amilasa.
B. Descripcion de variables:

Las variables que se van a tomar en cuenta van a ser las fracciones que tuvieron
cambio de color indicando presencia de flavonoides, esta es una variable cualitativa, y
la concentracion de almidéon que se va a medir por su concentracion utilizando la

absorbancia del complejo lugol-almidon a través del tiempo.






IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general:

Determinar si los extractos de la mezcla metanol-cloroformo de las hojas de la

Neuroloena lobata con presencia de flavonoides inhiben la a-amilasa.

B. Objetivos especificos:

1. Determinar qué fase mévil da mejor separacion de los compuestos de la

Neurolaena lobata
2. Determinar presencia de flavonoides en los extractos metanol-cloroformo.

3. Evaluar la actividad antidiabética de los extractos metanol-cloroformo de

hojas de Neurolaena lobata con prescencia de flavonoides.

4. Determinar el orden de reaccion es la hidrolisis enzimatica del almidon

utilizando a-amilasa salival.






V. MARCO TEORICO

Desde el principio de la historia del ser humano, su relacion con las plantas ha sido la
base para la supervivencia y desarrollo de los pueblos y culturas. Por ejemplo, durante la
Edad Media, cuando la informacion no estaba disponible de manera sencilla, un médico
tenia que basarse en el conocimiento popular sobre las propiedades medicinales de las
plantas. Esto provoco una enorme dependencia del hombre con las plantas por lo que aun
en la actualidad forman parte tanto de la vida material como espiritual de los pueblos. Este
conocimiento popular se ha ido especializando a medida que el ser humano ha mejorado y
modernizado las técnicas de investigacion, ademas al mismo tiempo estos conocimientos

se han diversificado y otros incluso han desparecido (Pascual ef al., 2010).

El ser humano ha usado los diferentes recursos naturales como una fuente de alimento,
medicamento y vestimenta. Estudiar las propiedades medicinales que poseen las plantas ha
sido de gran interés a lo largo de la historia. Hace 3,500 afios se fundo el templo de Torus
que era una escuela de medicina donde se cultivaban plantas medicinales. Un
acontecimiento importante que otorgd mayores conocimientos en el uso de plantas
medicinales fue la llegada de espafioles a América. Diversas publicaciones con
descripciones de las nuevas plantas alimenticias, medicinales y alucindgenas fueron

observadas (Rey, 2010).

Para el caso de América, uno de los primeros escritos de la medicina tradicional se llevo
a cabo en el afio 1552 por un indigena de la Escuela de Santa Cruz Tlatelolco en nihuatl.

En €l se recopilan 251 plantas. En Guatemala, se conocian diferentes remedios naturales

9



para curar enfermedades y dolencias. Por ejemplo, las poblaciones Q’eqchi, Kaqchikel y
Tzutuhil contaban con médicos que transmitian sus conocimientos a las generaciones mas
jovenes y con ello mantener el conocimiento en el uso de plantas medicinales. Este
conocimiento, evidentemente proviene de las poblaciones mayas del pais. Los mayas eran
capaces de utilizar frutos, flores, raices y hojas de diferentes plantas como emplastos,
infusiones y brebajes para curar enfermedades o aliviar dolencias. También poseian el
conocimiento de que determinados vegetales eran capaces de actuar como purgantes y

sedantes, otros ayudaban a controlar la fiebre y otros con efectos diuréticos (Poll, 2007).

En la actualidad ya se tiene la terapia quimica como principal base para el tratamiento
de enfermedades y dolencias, sin embargo hasta el siglo XIX la mayoria de medicamentos
fueron elaborados con base en vegetales que el poseia el boticario, quien también los
preparaba y mezclaba de manera apropiada para potenciar su actividad. Este tipo de terapia
natural es menos efectiva que una terapia quimica, pero posee menos efectos secundarios.
Por eso la busqueda de plantas siempre ha sido de gran ayuda a las culturas, y Guatemala

teniendo gran biodiversidad se deberia de aprovechar este recurso (Rey, 2010).

Uno de los paises considerado como un paraiso de la diversidad es Guatemala debido
a su elevada diversidad bioldgica, tanto en su fauna como en su flora, lo que hace que la
etnobotdnica sea de gran importancia para el pais (Poll, 2005). Muchas ciencias y
disciplinas en la actualidad estudian el uso de plantas medicinales alrededor del mundo,
desde su uso hasta la elaboracion de nuevos farmacos. Entre estas disciplinas podemos

encontrar la Etnobotanica y la Fitoterapia. La Etnobotanica se enfoca en el uso de los

10



recursos naturales por partes de las poblaciones locales, recolectando asi informacion de

las plantas nativas a través del tiempo (Ocampo, 1994).

Los estudios etnobotdnicos estan enfocados a la conservacion de la diversidad cultural
de los pueblos sociedad. Esta recopila los datos y permite el intercambio de conocimiento.
Siendo una herramienta que ha permitido el desarrollo sostenido y ha logrado que la cultura
sobreviva. En areas como el tropico humedo, la etnobotadnica es importante, ya que en estas

zonas se encuentra la mayor diversidad bioldgica y cultural del planeta (Pascual ef a/.2010).

La etnobotdnica médica posee un rol muy importante en comunidades rurales del pais
pues, como se menciond, funciona como una reserva cultural y genética con un acceso facil
a diferentes componentes curativos con un precio inferior al de medicamentos sintetizados
(Ardon, 2008). Por el otro lado la fitoterapia es el estudio del uso de plantas medicinales
en tratamientos de diversas enfermedades. Cada planta esta formada de diferentes
metabolitos secundarios que en conjunto pueden generar una accion farmacologica incluso

superior a los metabolitos secundarios aislados. (Aherne,2002)

La fitoterapia surgié como pomadas, ungiientos, pociones, diluciones entre otros, y se
relacionaba principalmente con sus creencias nativas espirituales. Hoy en dia se sabe que
esto se debe a los principios activos de la planta. Durante la historia de la humanidad se

fueron descubriendo diferentes plantas y cada una con propiedades diferentes.

Las plantas son recursos naturales valiosos sobre todo en el area de salud en paises en
desarrollo. Se ha aproximado que un porcentaje por encima del 80% de toda la poblacion

mundial (segun datos de la OMS) utiliza medicina natural para satisfacer sus necesidades
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en salud. Es por ello que se define a estos recursos como especies con sustancias que pueden
ser empleadas para fines terapéuticos, pues sus principios activos se utilizan como
precursores en la sintesis de farmacos nuevos. Esto ya que pueden ser utilizados como la
materia prima necesaria para producir medicamentos semisintéticos con una complejidad
mayor. Ademas de ello, la complejidad estructural de los principios activos es utilizada

como marcador taxonémico con el fin de buscar medicamentos nuevos (Bucay, 2009).

En la actualidad, diversas razones han provocado cierta marginacion y rechazo de la
medicina natural con base en plantas medicinales, lo cual impide su desarrollo. Esto en gran
parte se debe al desconocimiento en cuanto a la forma de cultivar, mercadear y obtener
infusiones u otra manera de utilizarla con un fin curativo. A pesar de ello, la planta
medicinal sigue siendo considerada como un cultivo estratégico tanto para la medicina
como la agricultura, ya que se aprovecha la diversidad del clima y la biodiversidad. La
Neuroloena lobata es una de estas plantas ya que crece en muchas areas alrededor de

Guatemala.(Ardon, 2008).

La Neuroloena lobata es una planta que se puede encontrar en lugares pantanosos o
bosques humedos, al igual que en bosques de encino. Esta crece como una sucesion
secundaria alrededor de campos de cultivos, a lo largo de la maleza que se encuentra
alrededor de los riachuelos y en laderas o a la orilla de las carreteras (Céceres, 1999). Esta
se localiza en una altitud de 1 400 metros sobre el nivel de mar. En el area de Guatemala
se encuentra en los departamentos de: Alta Verapaz, Chiquimula, Escuintla, 1zabal, Petén,

El Progreso, Quezaltenango, Retalhuleu, San Marcos, Santa Rosa y Suchitepéquez
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(Missouri Botanical Garden, 2005). Los residentes de estos lugares la pueden identificar

con facilidad ya que tiene rasgos muy pronunciados.

Esta planta es de 1 a 4 metros de altura, es poco ramificada, los tallos son surcados,
estirados y pubescentes cuando estan en sus primeros afios. Las hojas son de 5 a 30 cm de
largo, pecioladas o casi sésiles, dentadas, pilosas y voluminosas. Tiene inflorescencias
corimbo-paniculadas, tiene diferentes cabezas de aproximadamente 20 flores con
involucros de 5 a 6 mm de altura. Son pulverulentos, con corolas amarillas a anaranjadas
como se puede ver en la Figura 2 (Nash, 1976). Lo que se utiliza de esta planta como recurso

medicinal son las hojas.

Figura 1. Neurolaena lobata (White,1975)

13



Figura 2. Localizacion de la Neurolaena lobata (Missouri Botanical Garden,
2005)

Las hojas se colectan en floracion y se deben lavar y secarse a la sombra, para poder
utilizarse como tratamiento de picazén, como el repelente de garrapatas y para sanar
diversos tipos de herida. (Kufer, 2005) La infusion de t€ amargo de las hojas puede ser
administrado por via oral para el tratamiento de las afecciones gastrointestinales, diabetes,
malaria, gonorrea e inflamaciones (Berger, 2001). A la planta se le atribuyen propiedades
antibioticas, antimaldricas, aperitivas, carminativas, diuréticas, espasmoliticas, febrifugas,

hipoglucémicas, hipotensoras y tonicas (Caseres, 1999) (Giron, 1991) (Gracioso, 2000)

Estudios antimicrobianos demuestran que las hojas se activan contra diversos tipos de
bacterias con concentracion inhibidora minima para la Salmonella aureus y Salmonella
typhi de 1 mg/mL; la infusion de las hojas in vitro tiene propiedades contra esquizontes del
Plasmodium bergheii (Caceres, 2005) (Kufer, 2005). El extracto de hojas secas tiene un
terpenoide que se utiliza para el tratamiento antitumoral. También la actividad de las
principales sesquiterpenlactonas ayudan a combatir el paréasito de la malaria dentro de los

vasos sanguineos (Nash, 1976). También se logréo demostrar que tiene una actividad
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potencial macro y micro filarial (Gracioso, 2000). Estas actividades que ayudan a la salud

del ser humano son debido a los metabolitos secundarios que tiene la planta.

Las plantas tienen la capacidad de almacenar y producir una enorme cantidad de
compuestos, en especial metabolitos secundarios. Los metabolitos secundarios tienen la
capacidad de actuar de diferentes formas para reducir los riesgos de desarrollar o contraer
enfermedades. Por ejemplo, reducen la formacion de ateroesclerosis, pues muchos actian
como antioxidantes, incrementan la actividad enzimatica para eliminar carcind6genos o
destruyen a las sustancias capaces de formarla. Ademas de esto, estimulan al sistema
inmunologico para responder a la presencia de células anormales, reduce el riesgo a
infecciones pues actian como antimicrobianos y obstruyen la estimulacion hormonal que
puede provocar determinados tipos de cancer. Estas funciones se deben a la compleja

estructura quimica de cada metabolito secundario (Colindes, 2013).

Dichos metabolitos son utilizados por investigadores pues son una fuente significativa
de compuestos biologicamente activos. Todos estos componentes poseen distintas
funciones en el crecimiento, actividad biologica y produccion de plantas. Estas
caracteristicas pueden utilizarse y aprovecharse ampliamente por la medicinal natural

(Anaya, et al., 2001).

Entre los metabolitos mas comunes e importantes de las plantas se encuentran los
flavonoides. Los flavonoides fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyorgy, que
los logro aislar en 1930 de la cascara del limon. Este compuesto fue la citrina que regula la

permeabilidad de los capilares. Estos flavonoides se denominaron como vitamina P y
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también vitamina C2 ya que se comprobd que algunos flavonoides tenian propiedades
similares a estas vitaminas. Ya para el afio 1950 se comprob6 que los flavonoides no son

vitaminas si no compuestos que pertenecen al grupo de polifenoles (Singleton, 1981).

Su estructura quimica es un nimero variable de grupos fenolicos y estos son excelentes
para la quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que le da una actividad
antioxidante. Los flavonoides son los encargados de los pigmentos que se pueden presentar
en las plantas. Desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fendmenos de
dafio oxidativo, para combatir rayos UV, polucion ambiental, sustancias quimicas, etc.
También tienen efectos terapéuticos que ayudan en problemas de cardiopatia isquémica, la
aterosclerosis, diabetes o el cancer (Havsteen, 1983) (Peres, 1994). El organismo del ser
humano no produce estas sustancias quimicas protectoras, pero las puede obtener mediante
la alimentacidn de plantas con estos compuestos. Estos se pueden encontrar en diferentes
plantas, frutas, verduras y diferentes bebidas, pues son componentes sustanciales de la parte
no energética de la dieta humana. Los flavonoides tienen diferentes propiedades y esto se

debe a la estructura que tiene (Aherne, 2002).

Figura 3. Estructura general de los flavonoides
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Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que tiene un esqueleto Ces-Cs-
Cs, compuesto de dos anillos fenilos (anillos aromaticos) polihidroxilados ligados a través
de un heterociclo central oxigenado. Los atomos de carbono en los anillos C y A se numera
del 2 al 8, y los anillo B desde el 2’ al 6’. Las diferentes familias de flavonoides se
diferencias dependiendo del grado de insaturacion que tanga el anillo heterociclico (C).
Con base en esto se pueden encontrar flavanoles, antocianidinas, flavonas y flavonoles.
Ademas, estos compuestos pueden distinguirse de acuerdo al numero y posicion de los
grupos funcionales hidroxilos y metoxilos observados en el anillo B. La estructura base
puede ser glicosilada en el carbono 3 del anillo C. A su vez, los glucdsidos que se forman
pueden asilarse. Toda su estructura les da la capacidad de actuar como electréfilo y
nucleofilo (Fanzone, 2012) (Kuhnau, 1976). Por los radicales del hidroxilo y peroxido tiene
la caracteristica de que son especies altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena
peroxidacion lipidica y su capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides para prevenir
la agregacion plaquetaria y de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion.
Por los grupos hidroxifenolicos se le otorga también propiedades antioxidantes (Pace,
1995) (Jang, 1997) (Jovanoivic, 1998) (Yang, 2000) (Igura, 2001) (Geleijinse, 2002) (Stahl,

2002).

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades rédox
de sus grupos hidroxifenolicos y de la relacion estructural en diferentes partes de la
estructura quimica. Estos se pueden clasificar por sus caracteristicas estructurales como
flavanos que contiene un grupo —OH en la posicion 3 del anillo C. los flavonolesos poseen

un grupo en posicion 4 del anillo C y un grupo —OH en posicion 3 del anillo C. Las flavonas
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poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y no tienen el grupo hidroxilo en el
C3. Estos se pueden identificar utilizando varios métodos cualitativos y cuantitativos.

(Cartaya, 2001)

Dos flavonoides que presentan actividad antidiabética es la narangina y la crisina. La
narangina con la combinacion de ejercicio fisico puede ayudar con diabetes tipo 2,
hipertension arterial y la dislipidemia, pero se sugiere seguir investigando para tener un
mejor entendimiento de como funciona. La crisina presenta el mismo comportamiento que
la metformina, esta es un medicamento que se utiliza para tratar la diabetes mediante la
disminucién de glucosa y ayuda a controlar la aterosclerosis como enfermedades cardio

vasculares. (Ramirez-Espinosa, 2017) (Raffoul, 2017)

HO O

OH O

Figura 4. Estructura de la crisina

OH

HO OH

HO

Figura 5. Estructura de la narangina
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Existen varios métodos para la identificacion de flavonoides: ensayos de coloracion
son los que se pueden reconocer experimentalmente mediante el cambio de color de la
sustancia al agregarle un reactivo que reaccionara con el flavonoide (Sakakibara, 1997).
Espectroscopia de UV-VIS para los flavonoides en metanol, estos se caracterizan por
bandas de 310-350nm las flavonas, 330-360nm para los flavonoles3-O.sustituidos y 350-
385nm flavonoles; debido a los sistemas conjugados de los anillos aromaticos (Bartolome,
1987). Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) que permite reconocer
caracteristicas estructurales importantes como en ppm 8,9 se puede ver antocianinas, 7.5-8
se ven isoflavonas, 6-6.8ppm flavonas, 5.4 se ven flavonoles y flavanonas. (Giusti, 1998).
Espectroscopia de masas que presentan fragmentos caracteristicos en su espectro de masas
de impacto electronico 1E40; difractometria de rayos-X lo que permite ver la estructura
tridimensional de la molécula (Chulia, 1995). Cada una de estas sub-familias que se pueden
identificar tiene sus propias caracteristicas una de ellas son las propiedades medicinales
como antiespamodicos, antimicrobianos y dilatadores coronarios (Colindres, 2013).

Ademas de ello, se ha hablado de una actividad antidiabética (Zhang ef al., 2011).

Figura 6. Estructura general de las antocianinas
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Figura 7. Estructura general de isoflavonas

O

Figura 8. Estructura general de flavonas

OH

Figura 9. Estructura general de flavonol

La diabetes es una enfermedad cronica que es derivada por un alto nivel de glicemia,
ademas de alteraciones del metabolismo de grasas y proteinas. El aumento de personas que

son afectadas por la diabetes ha aumentado exponencialmente en los tltimos afios (Moreira
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2014). Principalmente, se hablan de dos tipos de diabetes Mellitus: la diabetes Mellitus tipo

I y la diabetes Mellitus tipo II (Sobel, 2002)(Lehninger, 2005).

La diabetes de tipo I es la diabetes insulino dependiente, es decir; el tipo de diabetes que
depende de la administracion de insulina. Esta suele aparecer en edades tempranas y puede
desarrollar complicaciones graves rapidamente. Esto se debe a un defecto metabolico en el
cual existe un déficit de células pancredticas e incapacita la produccion de suficiente de
insulina. El tratamiento usual de este tipo de diabetes eses la administracion de insulina,
dieta y ejercicio. Por el otro lado es la diabetes tipo II que es la insulino independiente.

(Buyukbalci, 2008) (Marroquin-Segura, 2005).

La diabetes de tipo II, la insulino independiente, es aquella que no depende de la
administracion de insulina. Esta suele presentarse en personas de mayor edad y en personas
con sobrepeso, de manera que se desarrolla de manera lenta a comparacion de la tipo Iy
los sintomas son menos graves e incluso pueden pasar desapercibidos. En este tipo de
diabetes si existe produccion de insulina pero el sistema de respuesta no funciona, la
insulina es de mala calidad o la cantidad de insulina no es la suficiente, lo cual crea una
regulaciéon mala de los niveles de glucosa en la sangre. Los dos tipos de diabetes vienen

con complicaciones de corto y largo plazo para la salud (Hart, 1991).

Hay dos complicaciones de corto plazo que es la cetoacidosis diabética que es una
condicion que se observa por déficit de insulina y un aumento de la concentracion de
glucagdn. Esto sucede por no utilizar la insulina como medicamento y estrés fisico o

emocional. En este proceso, el cuerpo gasta lipidos para produccién de azlcares
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produciendo cuerpos cetonicos. Estos causa que la sangre y la orina se acidifique (Smith,
1999). La otra complicacion de corto plazo es el coma hipermolar. Esta complicacion se da
cuando hay una deshidratacion profunda que es provocada por la diuresis hiperglucémica.
Esto causa que el afectado no pueda beber la cantidad de agua que la orina le hace perder.
Lo que provoca que el paciente presente hiperglucemia extrema, hiperosmolaridad y
reduccion de peso. Esto afecta el sistema nervioso central que causa que el afectado pierda
la consciencia hasta el coma (Smith, 1999). Por el otro lado existen varias complicaciones

a largo plazo que pueden causar mayor dafio si no se cuida desde un inicio.

Una de las complicaciones de largo plazo puede ser complicaciones oculares. Esto
puede causar ceguera en un 2% de la poblacién con diabetes y en un 10% desarrolla una
deficiencia visual grave. La diabetes también puede causar enfermedades del rifion e
insuficiencia renal. En la enfermedad del rifién al llegar a los 50 afios un 40% de las
personas con diabetes tipo 1 desarrolla deficiencia del rifion y le requerird dialisis o
trasplante. La neuropatia afecta la sensibilidad de las manos, piernas y pies y puede
conducir a ulceracion y amputacion. Esta complicacion puede afectar el corazon, los
pulmones, la vejiga, el estbmago y o6rganos sexuales. Esta impotencia afecta a un 10% de
los pacientes con diabetes. También existen enfermedades que pueden aparecer en forma

esporadica. (Smith, 1999)

Una enfermedad que puede causar la diabetes puede ser la apoplejia ocurre de cada dos
a cinco veces en las personas diabéticas. Tienen mas probabilidades de tener un alto nivel
de grasa en la sangre y de padecer hipertension. La artereosclerosis produce sintomas de

localizacion variada. Estos pueden causar claudicacion intermitente, gangrena e impotencia
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organica de origen vascular. Otras enfermedades que puede causar la diabetes son:
hipertension, obesidad, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia que a largo plazo causa
complicaciones en la diabetes. Aparte si no se cuidan los pies esto pueden causar

complicaciones en ellos.(Smith,1999)

El pie diabético produce ulceras que se desarrollan en los pies y extremidades
inferiores. Estas ulceras se deben a una distribucién anormal de la presion como
consecuencia de la neuropatia diabética. También puede producir condiciones mas graves
que con llevan a la amputacion. Esto se debe por la infeccion de una herida en el pie. Esto

agrava el estado del paciente. (Smith, 1999).

Existen diferentes tratamientos para poder prevenir estas complicaciones a corto y
largo plazo. Las personas con diabetes tienen que llevar una dieta equilibrada. Esto se da
segiin el peso corporal ideal. La dieta se ve proporcionada por la American Diabetes
Association; esto le da el contenido de carbohidratos, grasas y proteinas para facilitar la
dieta mas adecuada. El ejercicio diario y continuo reduce el nivel de azucar de la sangre.
Esto funciona igual que la insulina, ayuda a disminuir el aztcar de la sangre y ademas puede
ayudar a que funcione mejor. La insulinoterapia funciona ya que la insulina es la hormona
que permite la utilizacion de la glucosa. Es producida por el pancreas pero para el diabético
el pancreas no segrega insulina, por esto tiene que inyectarse insulina los hipoglucemiantes
orales actian aumentando la liberacion de insulina del pancreas. Esto es para los pacientes

con diabetes tipo II (Smith, 1999).
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También existen tratamientos naturales que ayudan a disminuir y controlar el
consumo de azucares. Estos tratamientos naturales provienen de diferentes tipos de plantas.
Esto se debe a que estas plantas tienen compuestos que ayudan al cuerpo en diferentes
maneras. Las plantas medicinales como los vegetales en general contienen diferentes
compuestos bioactivos, diferentes de nutrientes como minerales y vitaminas. A estos
compuestos se les llama metabolitos secundarios, ya que son capaces de producir efectos
fisiologicos en un organismo. Dichos efectos tienen la capacidad de modificar funciones
biologicas de las células a nivel metabdlico en momentos en los que el organismo esta
enfermo (Colindres, 2013).

Se ha encontrado solo un estudio relacionado a la actividad de la Neurolaena lobata en
1984 hecho por Gupta y colegas. En este estudio se utilizaron hojas frescas y se sometieron
a una extraccion con solvente etanolico. Se les administrd la extraccion a los ratones con
diabetes. A estos se les midi6 la glucosa en la sangre antes de ponerle la dosis y
posteriormente se realizaron mediciones de glucosa cada hora por 24 horas. Se llego a la
conclusion que los extractos si tenian actividad antidiabética, con el pico de mayor
actividad antidiabética a las 4 horas y dejando de surtir efecto a las 24 horas.
Lamentablemente, no se han realizado mas estudios del por qué tiene esta actividad

antidiabética en las hojas de la Neurolaena lobata (Gupta, 1984).

24



VI. MARCO METODOLOGICO

A. Obtencion de 1a muestra

La muestra fue donada y secada usando un secado con aire caliente por el personal
en una finca localizada en Petén, departamento al norte de Guatemala. La muestra consistio
en varias hojas colectadas de varias plantas de la especie Neuroloena lobata.de la finca,

durante marzo 2017.
B. Extraccion de la muestra

Se pesd 5 gramos de las hojas secas y se coloco en un erlenmeyer. Se agregd 60 mL
de una mezcla de metanol, acetona y Hexano (1:1:1). Se colocé por 1 hora en un sonicador
seric VH, 230V marca Branson a una frecuencia de 40KHz. Posteriormente, se decant6 a
un Erlenmeyer vacio. Se repitio el procedimiento hasta que el extracto obtenido quedd
transparente. Se realizd el mismo procedimiento para otras dos muestras de hojas, de 5
gramos cada una. El volumen recolectado se redujo usando una corriente de nitrogeno para

eliminar todo el solvente y se re disolvié en 40 mL de metanol (Perez, et.al. 2013).
C. Cromatografia de capa fina

Para la separacion de compuestos, se utilizé dos camaras para cromatografia de capa
fina saturadas. La primera camara se utilizo con tolueno-acetato de etilo (2:1) y la segunda
con unas solucion de metanol y cloroformo al 5%(V/V). En cada cdmara se colocd dos
placas de vidrio de silica gel 0.2 mm de grosor. Se colocd la muestra con una pipeta, 10
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veces en el mismo punto. Dejando que se secara entre cada aplicacion. Se dejo secar y se

revelo utilizando una lampara UV (Barriga, 2013).

D. Cromatografia de columna

Se secd y se activo la silica gel utilizando un horno por 24 horas a una temperatura
de 120°C y luego se empaco la columna. Para la fase movil se utilizo la fase con mejor
separacion en el paso anterior que fue la de metanol-cloroformo. Por lo tanto, la columna
se empacd con una mezcla de silica gel con la fase movil hasta llegar a 30cm y se dejo

asentar. Se agregd mas mezcla hasta obtener 20 cm de silica gel compactada (Zhang,2001).

Se utiliz6 la naringina y la crisina como controles para medir el tiempo de elucion
agregando 4.0mL de naringina a 0.01M a la columna dejando la correr hasta que llegara a
la mitad. Luego se agregd 4.0mL de crisina 0.01M a la misma columna, dejandolo correr
hasta que ambas especies salieran de la misma, tomando el tiempo la naringina y la crisina
para salir de la columna. Para correr el extracto de muestra se agregé 4.0 mL a la columna
y se fue haciendo pasar por la fase movil. Se colectaron fracciones cada tres horas durante
21 horas, obteniendo siete fracciones finales, considerando que en estas fracciones se
colecto el flavonoide ya que incluye la referencia de tiempo de colecta de la naringina y

crisina.
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E. Pruebas cualitativas

Se utiliz6 la naringina que es una flavanona y la crisina que es una flavona como
controles positivos. Para cada muestra se tomo alicuotas de 1 mL de cada fraccion y se
sometio a diferentes pruebas. (verde-star, 2016). Luego de evaluar el mejor solvente para
la separacion de compuestos, se prosiguid a realizar las pruebas cualitativas para la

determinacion de flavonoides. Se utilizaron las siguientes pruebas cualitativas:

Prueba Dimroth: Se agregd tres gotas de AgNO3 al 12% en agua. Se agit6 por 15
minutos y se calentd por un minuto en bafio maria hirviendo. Si hay flavonoides con

posicion orto o para entre si se formara un espejo de plata (Rios,2014).

Ensayo de Cianidina: Se agreg6 1mL de HCl y tres virutas de Mg. Se esper6 un
intervalo de 10 minutos y se anot6 cualquier cambio de color. Se agregd 1mL de octanol,
se agito y se espero a que se separe en dos fases. Se considera positivo si existe un cambio
de color en la fase octanol. En presencia de flavonas de un color amarillo, naranja o rojo;
con flavonol o flavanonol, un color rojo carmesi o rojo magenta; con flavanonas, un color
magenta, rojo, violeta o azul; con isoflavonas, un color amarillo; y en isoflacanonas,

calconas y auronas seran incoloras. (Ri0s,2014)

Test de Leucoantocianinas: Se agreg6 1mL de HCI concentrado y se calent6 sobre
un bafio de vapor por 10 minutos. Se observé y se anot6 cualquier cambio de color. Esperar

1 hora para ver una formacion de color y anotar los resultados. Las leucoantocianidinas se
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detectan por un cambio de color rojo o marrén y las antocianidinas por un color anaranjado

o rojo azuloso. (Rios,2014)

Prueba de Marine-bettolo: Se agreg6 1mL de H>SO4 concentrado. Se observo el
cambio de color. Los flavonoles dan un color amarillo intenso. Las flavononas dan

anaranjado o guinda. Las calconas o auronas dan rojo guinda o rojo azulado. (Rios,2014)

Para este paso las fracciones se van a llamar muestra. Se hizo ensayos anti-
diabéticos para observar la inhibicion de los flavonoides con el a-amilasa. Para esto, se
preparo6 un buffer de fosfato al 0.02 M con NaCl 0.06 M y ajustando pH a 6.9. Se hizo una
solucion al 1% de almidon en buffer de fosfato, preparado anteriormente. Para el a-amilasa
se recolectd 10 mL de saliva del investigador, asegurdndose que alcanzara para todos los
analisis. Para el andlisis se utilizaron las fracciones donde se obtuvo un resultado positivo

para flovonoides en las pruebas cualitativas.

F. Pruebas de c-amilasa

Cada ensayo de control y muestra se trabajo en triplicado. Cada triplicado se trabajé
simultdneamente con un intervalo de 1 minuto entre cada uno y tomando mediciones cada
cinco minutos. Se tomo6 una medicion de absorbancia al inicio del ensayo que contenia
almidon y lugol y una medicion al final. Esto se utiliz6 para ver si el complejo de almidon
y lugol queda constante durante el tiempo. Como control se agarré 2 mL de saliva y se
mezclo con 2 mL de metanol. Luego a un beaker de SmL, se agreg6 1.8mL de la solucion

de almidon, 0.2mL de la solucién de saliva y 0.1 mL lugol. Se tom6 mediciones de
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absorbancia a 620 nm(Akshatha,2014) y como blanco se utilizé 1.8 mL de almidon y 0.2
mL de la solucion de saliva. Se tomd mediciones de absorbancia al tiempo cero y cada 5

minutos por 45 minutos, manteniendo en agitacion el beaker con la mezcla del control.

Por cada fraccion que contenia flavonoides, se mezcld 2mL de dicha fraccidén con
2mL de saliva. A un beaker de 10 mL se agrego6 1.8 mL de almidon, 0.2 mL de la mezcla
de saliva 'y 0.1mL de lugol. Se tom6 mediciones de absorbancia a 620 nm(Akshatha,2014)
y se utilizé6 como blanco 1.8 mL de almidén y 0.2 mL de la solucion de saliva. Se tomd
mediciones de absorbancia al tiempo cero y cada 5 minutos por 45 minutos, manteniendo

en agitacion el beaker con la mezcla del control. (Xiao et al, 2006; Chrastil,1985)

G. Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico de SPSS version 23 para analizar los datos. En
primer lugar, se realiz6 la prueba de normalidad Shapiro-Wilk. Esta prueba se hace de
primero para poder observar si los datos son normales y en dado caso que sean normales
ya poder hacer comparacion entre ellos. Una vez establecido la normalidad de los datos, se
realizé una prueba de ANOVA para hacer una comparacion mualtiple entre los replicados
del control y las muestras. La prueba de ANOVA sirve para comparar si entre el triplicado
hay diferencia o no para poder hacer una regresion lineal. Seguido de una prueba post-hoc
de Tukey que se utiliza en conjunto con la ANOVA para hacer comparacion en parejas
entre el control y la muestra, entre tiempo inicial y tiempo final. Ademas, se utilizo Excel
para hacer un analisis de regresion lineal y graficar los puntos para graficar la absorbancia
contra el tiempo y obtener la ecuacion lineal de cada muestra y el control.
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VII. RESULTADOS

A. Muestras

El Cuadro 1 indica el tiempo de elucion de la separacion de columna en

que se tomaron las muestras.

Cuadro 1. Tiempo de elucion de las muestras

Muestra | Tiempo de coleccion
1 0-3 horas

2 3-6 horas

3 6-9 horas

4 9-12 horas

5 12-15 horas

6 15-18 horas

7 18-21 oras
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B. TLC

En el Cuadro 2 se puede observar que para el solvente, tolueno-acetato de etilo,
utilizado en las placas 2 y 3 no es el adecuado ya que su Rf es cercano a 1 que es el de
la clorofila. Se puede utilizar el solvente de metanol/cloroformo ya que en las placas 3

y 4 se puede ver un Rf de 0.8 indicando mejor separacion que el anterior de la clorofila.

Cuadro 2. Resultados de pruebas cualitativas para cada muestra (fraccion) y

controles.

Rf compuesto A | Rf del control
Placa 1 0.98 0.98
Placa 2 0.98 0.98
Placa 3 0.85 0.85
Placa 4 0.80 0.80

C. Pruebas cualitativas

En los Cuadros 3 y 4 se puede observar los resultados que se obtuvieron para las

pruebas cualitativas. En el Cuadro 3 se van a observar que tipo de cambio de color hubo

32




entre las muestras positivas. El Cuadro 4 se observaran para que pruebas las muestras

y el control dio positivo o negativo como lo mostrado en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Cambios de color observados en las pruebas cualitativas para cada muestra
(fraccion) y controles.

Muestra/ | .. e .. .. .
Dimroth Cianidina Leucoantocianinas | Marine-Bettolo
Control
Hubo una Hubo una Hubo una
Naringina |No hubo cambio | coloracion coloracion leve coloracion rojo
rosado intenso | amarrillo intenso
Hubo una Hubo una Hubo una
Crisina No hubo cambio | coloracion coloracion de coloraciéon
amarillo amarillo intenso amarillo intenso
Hubo una Se vio una
Muestra 3 | coloracion coloracion leve [No hubo cambio No hubo cambio
rosada verde-amarillo
Hubo Se vio una Hubo una Hubo una
Muestra 4 | coloracion coloracién leve |coloracion amarillo- | coloracion
amarillo-verde |verde-amarillo |verde anaranjada
Se formd un ., ., .,
.. Se oscurecido a | Se oscurecio a un Se oscurecio a un
Muestra 5 | precipitado
un color verde |color verde color verde
negro
Se formd un ., ., .,
L. Se oscurecido a | Se oscurecio a un Se oscurecio a un
Muestra 6 | precipitado
un color verde |color verde color verde
negro
Se formd un Hubo una Hubo una
L ., ., Hubo una
Muestra 7 |precipitado coloracion coloracion verde .
coloracion verde
negro verde suave. suave.
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Cuadro 4. Resultados de pruebas cualitativas para cada muestra (fraccion) y controles.

Muestra/Control | Dimroth Cianidina | Leucoantocianinas | Marine-Bettolo
Naringina Negativo +++ Negativo +++
Crisina Negativo ++ + +++
Muestra 1 Negativo | Negativo Negativo Negativo
Muestra 2 Negativo | Negativo Negativo Negativo
Muestra 3 + + Negativo Negativo
Muestra 4 + Negativo + +
Muestra 5 + ++ ++ ++
Muestra 6 ++ ++ +++ +++
Muestra 7 + +++ ++ ++

*

++ Cambio de coloracion pronunciado

+ Cambio de coloracion leve

+++ Cambio de coloracion intenso
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D. Pruebas de inhibicion o-amilasa:

En el Cuadro 5 se podré ver que cada muestra y el control son normales ya que el valor
p es mayor al alfa de 0.05. La ANOVA del control y las muestras tienen una significancia
de 0 indicando que la regresion que se va a usar en cada una es la adecuada. El Cuadro 6
tiene los subconjuntos creados para los ensayos, el tiempo 0 y el tiempo 45. El Cuadro 7

nos da la regresion lineal del promedio del control y las muestras.

Cuadro 5. Prueba de Shapiro-wilk para ver normalidad

Control/Muestra | Valor p

Control 0.901

Muestra 5 0.179

Muestra 6 0.211

Muestra 7 0.194
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Figura 10. Regresion lineal utilizando el promedio del In de la absorbancia

En la Figura 3 se puede observar el promedio de la regresion lineal de cada uno de
los ensayos. Se puede observar que el control tiene una mayor pendiente que las
muestras. Esto indica que puede haber una inhibicion de la a-amilasa, se realizo

una prueba de post-hoc de Tuckey para ver si hay una diferencia significativa en las

pendientes de las muestras con el control.
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Cuadro 6. Prueba post-hoc de Tuckey para ver subconjuntos

Prueba de
Tuckey Subconjuntos Interpretacion
Ensayo Subconjunto 1 Control B ‘
Subconjunto 2 muestra 7y 5 !_a formauon de cada subconjunto nos
indica que entre el control y las
muestras las regresiones lineales no
son iguales. También nos indican que
la muestra 5y 7 si son iguales.
Subconjunto 3 muestra 6
Ya que el control y las muestras estan
Subconjunto 1 Control Muestra 5,6y 7 | €" €l mismo subconjunto nos indica
qgue en el tiempo O todo tienen el
Tiempo O mismo valor
Tiempo 45 Subconjunto 1 Control Ya que el control se encuentra

Subconjunto 2 Muestra 5,6 y 7

separado de las muestras se sabe que
en el tiempo 45 el valor del control es
diferente al valor de las muestras

Cuadro 7. Regresion lineal del promedio del control y las muestras.

Intercepto |Pendiente |RA"2
Control -0.199 -0.0229 0.978
Muestra 5 -0.3 -0.009 0.939
Muestra 6 -0.25 -0.005 0.884
Muestra 7 -0.389 -0.007 0.812
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

La muestra tuvo mayor afinidad con la fase movil, tolueno-acetato, que con la fase
estacionaria haciendo que hubiera ninguna separacioén entre los compuestos de la
muestra. Ya que como se pudo observar viendo el Rf de las manchas del compuesto A
estan cercanas a la de la clorofila. Por el otro lado con la fase movil de metanol-
cloroformo se observo una menor afinidad con la muestra ya que esta tuvo un Rf de
0.80. Dado este caso se decidid trabajar con una columna con fase mévil de metanol-

cloroformo.

El tiempo que se decidio dejar pasar el material vegetal por la columna es de 21
horas en base a que el tiempo de elucidon de la crisina que fue de 15 y de la naringina
que fue de 13.5 horas. Mientras pasaba la crisina por la mitad de la columna, se agrego
la naringina afectando el tiempo de elucion de la crisina ya que se pard de agregar el
solvente. Aun asi, se decidi6 trabajar con el tiempo de la crisina ya que fue mayor el
tiempo entre cada elucion. Los flavonoides que se utilizaron no son los 6ptimos ya que
la mayoria de flavonoides encontrados en plantas son glucosidados (Cartaya, 2001).
Esto puede aumentar el tiempo dentro de la columna ya que las moléculas son mas

grandes por los azucares unidos a los flavonoides.

Para cada una de las fracciones obtenidas de la muestra en intervalo de 3 horas en
el paso anterior se les administro pruebas cualitativas para observar presencia de

flavonoides. Se trabajaron todas las fracciones en simultaneo para cada prueba, debido
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a que si no se ve un cambio de color inmediato se observara durante la siguiente hora.
Se compar6 con los controles de naringina y crisina para ver si hubo un cambio de
color. Las pruebas a realizar son las de Dimroth, Cianidina, Leucoantocianinas y

Marine Bettolo.

La prueba de Dimroth no es concluyente ya que segun (Rios,2014) la formacion de
precipitado blanco significa presencia de cloruros. Sin embargo, el precipitado se formd
en la fase superior fue negro, aunque cabe la posibilidad de que el color de la muestra,

siendo verde, influya en el color del precipitado.

La prueba de cianidina la muestra uno y dos dio negativo ya que no hubo un cambio
de color. La prueba no es concluyente ya que aunque no de cambio de color puede haber
isoflavanonas, calconas o auronas que son incoloras. Para las muestras tres y cuatro se
obtuvo un cambio de color leve a un amarillo-verde, indicando presencia de flavonoide,
posiblemente de la sub-familia de flavonas o isoflavonas. Para la muestra cinco y seis
se observa un cambio de tonalidad, pero no se puede observar con claridad que color se
forma, indicando la presencia de flavonoides pero sin poder saber la sub-familia. Esto
se debe a que la muestra es de color verde y no se podia distinguir un cambio de color
claro. En la fase organica se observa una tonalidad verde-amarillo, indicando posible
presencia de flavonas. La muestra 7 tuvo un cambio de color café a un verde claro,

indicando presencia de flavonoide, pero sin poder saber la sub-familia.

La pruebas de leucoantocianinas la muestra uno, dos, tres y cuatro no hubo ningun

cambio de color, indicando negativo para los flavonoides especificos de la prueba. Para
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la muestra cinco, seis y siete si hubo un cambio de tonalidad pero no se logro6 diferenciar
el color. Esto indica positivo para flavonoide pero no se puede concluir en la sub-

familia.

La prueba de Marine-Bettolo no se logroé concluir el color de cambio ya que la
muestra es de un color café-verde y la prueba oscurecié este color. Esto no deja concluir
una subfamilia de flavonoide. La muestra siete tuvo un cambio de color de café a verde.

No se pudo concluir a que sub-familia pertenece pero si que tiene flavonoide.

Se trabajé con la muestra cinco, seis y siete ya que estas presentaron un cambio de
color mas pronunciado que las demas muestras. El cambio de color no dio suficiente
informacion para saber las sub-familias, pero si la suficiente para indicar que en estas

muestras hay flavonoides.

Para el analisis de las pruebas de inhibicion del a-amilasa se procur6 llevar a cabo
bajo las mismas condiciones 22°C, tomando medidas cada 5 minutos, utilizando el
mismo lote de saliva y agitacion constante para cada corrida. Para la muestra de .-
amilasa se decidio usar la saliva del investigador. Se colect6 la suficiente cantidad de
saliva para poder utilizarla durante todo el proceso de analisis para las muestras y
control. No se agregd mas saliva durante el ensayo ya que puede cambiar la

concentracion de o-amilasa y por lo tanto la velocidad del ensayo.

Sabiendo que la absorbancia del lugol es directamente proporcional a la

concentracion del almidon se decidid trabajar con la absorbancia en vez que la
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concentracion. Utilizando este supuesto se trabajo para ver qué orden de reaccion es la
hidrolisis enzimatica. Para lograr hacer esto se graficé 3 veces cada control y cada
muestra utilizando en cada una la variable dependiente como: abs, In(abs) y 1/(abs). Se
trabajo con el In(abs) y 1/abs ya que daba un mejor R*2 que los demas. Esto indica que

la reaccion es de orden 1.

Dado que los datos son normales se aplico una ANOVA para saber si la regresion
planteada es la adecuada para el modelo. Como se observé que el p-valor es menor que
el alfa se puede decir que la regresion si es la adecuada para el modelo. Con este

resultado ya se puede comparar las regresiones lineales de los ensayos entre ellos.

Se observo en la Figura 3 si hubo inhibicion de la enzima a-amilasa ya que la
pendiente del control es mas pronunciada que en las muestras. Esto indica que la
concentracion del control disminuye mas rapido que la concentracion de las muestras.
Se trabajé con un modelo logaritmico y en la recta se obtuvo un R*2 cercano a 1 como
se observa en la Figura 3. Con este resultado se puede sugerir que la reaccion tiene un
modelo cinético de orden 1 y esto concuerda con el estudio de Abe et. a/ (1993), el
cual también soporta el modelo cinético de orden 1. Luego se realizé una comparacion
multiple entre los ensayos para verificar diferencia entre la muestra y el control. En el
Cuadro 4 se puede observar la comparacion entre los datos. Para los ensayos se puede
observar que el control existe inicamente en un subconjunto indicando de que este si
es diferente a las fracciones eluidas de las muestras 5, 6 y 7. También que las fracciones

del tiempo 5 y 7 tiene el mismo comportamiento. Para la fraccion 6 difiere de las otras
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fracciones y con una pendiente menor a las demads es la que contiene mayor inhibicion
enzimatica. La diferencia de por qué el 5 y 7 se comportan igual y el 6 diferente puede
ser que existe una mayor concentracion de flavonoides en la muestra 6. Esto se debe a
que durante la muestra 5 comenzaron a salir los metabolitos secundarios, existiendo
una mayor concentracion en la muestra 6. Al llegar el tiempo de colecta de la muestra

7 la mayoria de metabolitos secundarios ya habian salido.

Se analiz6 el inicio y el final de cada ensayo para verificar que en el tiempo inicial
partian de la misma absorbancia y que en el tiempo 45 hubiera diferencia significativa.
Para el tiempo inicial, Cuadro 5, se observo que todos los ensayos se encuentran bajo
el mismo sub-conjunto, indicando que no habia diferencia de absorbancia en el inicio
del ensayo. Para el final del ensafio, Cuadro 5, se puede observar que el control se
encuentra en su propio subconjunto y que las muestras se encuentran en otro
subconjunto. Esto indico que aunque todos partieron de la misma concentracion para el

final del ensayo hubo una disminucién mayor en el control que en las muestras.

Observando todos los resultados se puede decir que si existid una inhibicion de la
enzima o-amilasa. La inhibicion del a-amilasa indica que al consumir carbohidratos
esta no se hidroliza para crear glucosa y ayuda a mantener el nivel de glucosa en la
sangre estable. Esto puede ayudar parcialmente a los diabéticos para mantener un
control de su azlcar al ingerir carbohidratos. Las muestras que presentaron positivo
para flavonoides fueron las que presentaron esta inhibicion. Pero no se puede concluir

que la inhibicion fue dada por los flavonoides ya que estos no se pudieron aislar.
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IX. CONCLUSIONES

Utilizando pruebas cualitativas se logr6 encontrar que hay flavonoides en las fracciones

de la mezcla de metanol cloroformo.

Las fraciones que dieron positivo en las pruebas cualitativas mostraon una inhibicion

enzimatica de la enzima salival a-amilasa.

La fase movil con mejor separacion de los compuestos de la planta Neurolaena lobata

es la fase de metanol-cloroformo.

El mecanismo de la hidrolisis enzimatica del o-amilasa con el almidén sigue una

cinética de orden 1, lo cual concuerda con estudios de Abe et al (1993).
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el estudio utilizando muestras recolectadas en diferente
epoca para ver si hay variacion. Se puede trabajar con otra partes de la planta, como
el tallo o la flor, para ver si estas tambien contiene alguna actividad o diferentes
compuestos. Se recomienda seguir con el estudio ya que este parece prometedor
para buscar suplemento que ayude a controlar mejor los niveles de aztcares. Para
lograr esto se tiene que aislar los flavonoides y lograr caracterizarlos. Para la
caracterizacion se recomienda utilizar un HPLC-MS, ya que por GS-MS tiene el
inconveniente que los flavonoides no son muy volatiles. Luego para cada flavonoide
caracterizado y aislado se recomienda hacer la prueba antidiabética para ver cuales
de estos son los que otorgan esta caracteristica. También se recomienda hacer
estudios con la misma planta alrededor del afio para ver si el clima afecta la
concentracion de metabolitos secundarios en la planta. Para las pruebas
antidiabética in vitro se recomienda utilizar diferentes enzimas como el o-amilasa
de pancreas o alfaglucosidasas. Al realizar todas las pruebas in vitro se recomienda
pasar a las pruebas in vivo para ver el posible uso de esta planta en seres vivos. Se
recomienda buscar un método que elimine la clorofila. Si se hace mayores estudios

se podria utilizar como un suplemento para inhibir la hidrolisis enzimatica.
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XII. APENDICE I

A. Separacion de TLC

Relevado de las placas de TLC con fase mdvil tolueno acetato

Figura 11. Revelado de primera placa con solvente tolueno acetato

Figura 12. Revelado de la segunda placa con solvente tolueno acetato
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En la Figura 4 y 5 se pueden observar que la fase movil de tolueno acetato no es la
optima para la separacion de flavonoides ya que no se ve diferencia entre bandas en la

silica.

Figura 13. Revelado de la tercera placa con solvente metanol-cloroformo

Figura 14. Revelado de la cuarta placa con solvente metanol-cloroformo
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Se puede observar en la Figura 6 y 7 una mejor separacion de flavonoides utilizando la

fase moévil metanol-cloroformo.

B. Fracciones en el tiempo

Figura 15. Fraccion 1 tiempo 0 a 3 horas

Figura 16. Fraccion 2 tiempo 3 a 6 horas
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Figura 17 Fraccion 3 tiempo 6 a 9 horas

Figura 18. Fraccion 4 tiempo 9 a 12 horas
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Figura 19. Fraccion 5 tiempo 12 a 15 horas

Figura 20. Fraccion 6 tiempo 15 a 18 horas
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Figura 21. Fraccion 7 tiempo 18 a 21 horas

Para las imagenes de las fracciones se puede observar la coloracion de cada una

que se comparara con las pruebas cualitativas.

C. Pruebas cualitativas

Figura 22. Prueba de dimroth con controles y muestra 1 y 2
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Figura 23. Prueba de dimroth con controles y muestra 3 y 4

Figura 24. Prueba de dimroth con controles y muestra 5 y 6
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Figura 25. Prueba de Dimroth con controles y muestra 7

Figura 26. Prueba de cianidina con controles positivo y muestra 1 y 2

Se puede observar un cambio de coloracion magenta para la naringina y
anaranjado para la crisina. No se observo cambio de coloracion para la fraccion 1 y

2.
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Figura 27. Prueba de cianidina con controles positivo y muestra 3 y 4
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Se observd un cambio de coloracion tenue verde-amarrillo para la muestra

3y4.

Figura 28. Prueba de cianidina con controles positivo y muestra Sy 6
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Se observo un cambio de tonalidad de café-verde a verde intenso para la
muestra 5 y 6. Para la muestra 6 se pudo observar que el octanol formo un color

verde amarrillo.

Figura 29. Prueba de cianidina con controles positivo y muestra 7

Se observo un cambio de coloraciéon verde claro para la muestra 7.

Figura 30. Prueba de Leucoantocianinas con controles positivo y muestra 1 y 2
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Para el control de naringina se obtuvo una coloracion anaranjada y para la
crisina una coloracién amarrillo. Para la fracciéon 1 y 2 no hubo cambio de

coloracion.

Figura 31. Prueba de Leucoantocianinas con controles positivo y muestra 3 y 4

Para la muestra 3 no se observdé cambio de color y para la muestra 4 se

observo un cambio de coloracidon verde-amarrillo.

Figura 32. Prueba de Leucoantocianinas con controles positivo y muestra 5y 6
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Para la muestra 5 y 6 se observa un cambio de tonalidad de café-verde a un

verde oscuro.

Figura 33. Prueba de Leucoantocianinas con controles positivo y muestra 7

La muestra 7 tiene un cambio de coloracion de verde-amarrillo.

Figura 34. Prueba de Marine-Bettolo con controles positivo y muestra 1 y 2
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En la Figura 27 se puede observar que los controles positivos dan un color
amarrillo para la crisina y un color rojo fuerte para la naranjina. La muestra 1 y 2

no se observo ningin cambio de coloracion

Figura 35. Prueba de Marine-Bettolo con controles positivo y muestra 3 y 4

Se puede observar que para la muestra 3 no se observé ninglin cambio de

coloracidn, pero para la muestra 4 se observo un cambio de color anaranjado.

Figura 36. Prueba de Marine-Bettolo con controles positivo y muestra 5y 6
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Para la muestra 5 y 6 hubo un cambio de color de verde-café claro a verde

oscuro.

Figura 37. Prueba de Marine-Bettolo con controles positivo y muestra 7

En la Figura 30 se puede observar que la muestra 7 sufro un cambio de color de café a

un verde-amarrillo.
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D. Graficos Q-Q normales

Figuras 38. Grafico Q-Q de normalidad de residuos de la absorbancia del control

Grafico Q-Q normal de Standardized Residual

ControlMuestra= Control

1

Normal esperado

-2

Valor observado

Figuras 39. Grafico Q-Q de normalidad de residuos de la absorbancia de la muestra 5

Grafico Q-Q normal de Standardized Residual

ControlMuestra= Muestra 5

Normal esperado

-2

Valor observado
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Figuras 40. Grafico Q-Q de normalidad de residuos de la absorbancia de la muestra 6

Grafico Q-Q normal de Standardized Residual

ControlMuestra= Muestra 6
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Figuras 41. Grafico Q-Q de normalidad de residuos de la absorbancia de la muestra 7

Grafico Q-Q normal de Standardized Residual

ControlMuestra= Muestra 7
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74



E. Graficos Q-Q normales sin tendencia
Figuras 42. Grafico Q-Q de normalidad sin tendencia de los residuos estandares

de la absorbancia del control

Grafico Q-Q normal sin tendencia de Standardized Residual
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Figuras 43. Grafico Q-Q de normalidad sin tendencia de los residuos estdndares de la
absorbancia de la muestra 5

Grafico Q-Q normal sin tendencia de Standardized Residual

ControlMuestra= Muestra 5
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Figuras 44. Grafico Q-Q de normalidad sin tendencia de los residuos estdndares de la
absorbancia de la muestra 6

Grafico Q-Q normal sin tendencia de Standardized Residual

ControlMuestra= Muestra 6
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Figuras 45. Grafico Q-Q de normalidad sin tendencia de los residuos estdndares de la
absorbancia de la muestra 7

Grafico Q-Q normal sin tendencia de Standardized Residual

ControlMuestra= Muestra 7
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Cuadro 8. Resultados de pruebas de normalidad de shapiro wilk

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
ControlMuestra Estadistico| gl | Sig.
Control  Standardized Residual .983(30(.901
Muestra 5 Standardized Residual .951(30].179
Muestra 6 Standardized Residual 954 (30(.211
Muestra 7 Standardized Residual .952(30(.194
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Cuadro 9. Modelo de regresion lineal planteado por SPSS

95.0%
intervalo
Coeficientes de
no Coeficientes confianza
estandarizados | estandarizados para B
Error Limite
ControlMuestra | Modelo B | estandar Beta t Sig. | inferior
1 1 -
Contro (Constante) 034 5913 000 268
.199
Tiempo | 001 960 "1.000 026
.023 ) ' 18.186|" ’
Muestra 5 1 | (Constante) - -
300 015 19.692 000 -332
Tiempo | o001 946 “1.000 010
.009 ) ' 15483 ’
Muestra 6 1 | (Constante) - -
250 023 10.631 000 -298
Tiempo | o001 749 -5.990 | .000 007
005 . ) ) ) .
Muestra 7 1 | (Constante) - -
.01 ) -424
.389 017 22.980 000
Tiempo | 001 892 "1.000 008
007 ' K 10.468 | -
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Cuadro 10. ANOVA para verificar que el modelo planteado es el correcto

Suma de Media
ControlMuestra | Modelo cuadrados| gl |cuadratica F Sig.
Control 1 Regresién 3.251 1 3.251/330.739| .000°
Residuo 275 28 010
Total 3526 29
Muestra 5 1 Regresién 485 1 485/239.724| .000°
Residuo 057| 28 002
Total 541 29
Muestra 6 1 Regresién 72 1 172| 35.874| .000°
Residuo 134| 28 005
Total 308 29
Muestra 7 1 Regresién 273 1 .273/109.586| .000°
Residuo 070, 28 002
Total 343 29
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