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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion
se evalub la actividad antioxidante vy
antihiperglucemiante de los extractos: hexanico,
metandlico y acetato de etilo de la especie
vegetal llex guayusa utilizada tradicionalmente en
el tratamiento de diabetes mellitus, ademas se
realiz6 el fraccionamiento del extracto activo.

Se empleé6 métodos que permiten
determinar la capacidad antiglucemiante vy
antioxidante de los extractos, como inhibicion de
a-glucosidasa para antiglucemiantes y 3-CLAMS,
DPPH, Folin ciocalteu para antioxidantes
utilizando diferentes concentraciones de los
extractos y sus respectivos controles positivos y
negativos. En todos los ensayos aplicados se
obtuvo que el extracto metandlico es el que
presenta mayor actividad tanto en antidiabeticos
como antioxidantes. El fraccionamiento del
extracto metandlico nos dio como resultado un
compuesto puro perteneciente a los triterpenos.

Palabras claves:

llex guayusa, fraccionamiento, antioxidantes,
antihiperglucemiantes.



Abstract:

In this research the anti-hiperglucemiant and
antioxidant activity was evaluated from the
extracts: hexanic, ethyl and methanolic acetate;
of the vegetal species llex guayusa which is
traditionally used in the treatment of diabetes
mellitus, moreover the division of the active
extract was done.

We used some methods which allow to
determine the antioxidant and antiglucemiant
capacity of the extracts, such as the inhibition of
the enzyme a-glucosidase for antiglucemiants
and B-Clams, DPPH, Folin ciocalteu to
antioxidants using different concentrations from
the extracts and their respective positive and
negative controls.

In all the applied tests we obtained that
the methanolic extract presents a great activity in
antidiabetics as in antioxidants. The division of
the methanolic extract gives as a result a pure
mixture belong to the triterpenos.

Key Words: antioxidants, antidiabetics, triterpen,
llex guayusa, division.
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Capitulo I: Descripcion
General del Proyecto



. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un disturbio crénico
que afecta al metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas. Se caracteriza por un exceso
anormal de azucar en la sangre conocido como
hiperglucemia. Los niveles elevados de glucosa
postpandrial en la sangre son ampliamente
reconocidos como uno de los marcadores de la
enfermedad mas tempranos; las causas de la
hiperglucemia son deficiencia en la secrecion de
insulina o resistencia de las células del cuerpo a
la accion de ésta. Por sus consecuencias, la
diabetes se situa entre las diez principales
causas de morbi-mortalidad de las sociedades en
via de desarrollo, donde la mayoria de los
pacientes estan entre los 45 y 64 afos de edad
[Negri, 2005. Mccue et al. 2005. Ramos M, et al.
2006] .

En Ecuador, la diabetes es la tercera causa
de muerte y la quinta de morbilidad. Datos del
Ministerio de Salud Publica (2008) del Ecuador



dan cuenta que 1,3 millones de ecuatorianos
padecen diabetes (67% de los casos han sido
reportados en mujeres). Por su parte, la OMS
(Organizacién Mundial de la Salud) estima que la
prevalencia de diabetes en el Ecuador aumentara
de 341 mil casos en el 2000 a 921 mil casos para
el 2030 [INEC 2007].

En la Provincia de Loja, segun datos
reportados por el Instituto Nacional de Estadistica
y Censos (INEC), en el 2005 la diabetes se
caracteriz6 como la primera causa de muerte
femenina con una tasa de mortalidad de 25,4 por
cada 100 mil habitantes de sexo femenino. En un
estudio realizado por el CADES (Centro de
Asesoria y Desarrollo Empresarial y Social) y el
CBCM (Centro de Biologia Celular y Molecular),
ambos de la Universidad Técnica Particular de
Loja, para determinar la incidencia de la diabetes
en la zona urbana de la Ciudad de Loja sobre un
grupo de personas mayores a 30 afos, se
determind que aproximadamente el 12% de las
personas sufria diabetes, de las cuales el mayor
porcentaje (77,8%) poseia diabetes Tipo Il.



Los productos naturales constituyen hoy en
dia la principal fuente de compuestos con
actividad  antioxidante 'y por lo tanto
hipoglucemiante gracias a que contienen
cantidades cuantiosas de flavonoides y taninos,
brindando un amplio espectro de propiedades
para la prevencion y tratamiento de ciertas
enfermedades por lo que sus componentes
activos podrian ser utilizados en la industria
farmacéutica para el desarrollo de nuevos

medicamentos. [Kaleem ef al. 2006].

El Instituto de Quimica Aplicada (IQA), ha
venido desarrollando un programa de evaluacion
de plantas medicinales de uso tradicional en la
region sur del Ecuador, con el objetivo de
conocer cientificamente sus principios activos y
justificar de esta manera el uso empirico que se
les atribuye. Estudios anteriores demuestran que
el extracto total del la especie llex guayusa
presenta una importante actividad
hipoglucemiante y antioxidante [Sarango 2009,
Burneo 2009]. Por todo lo citado anteriormente
es de vital importancia continuar con el estudio

de esta especie vegetal. El presente trabajo tiene
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como el objetivo determinar los posibles
compuestos responsables de dicha actividad y a
su vez obtener datos que sean Uutiles para la
ciencia especialmente en el campo biomédico
para que en un futuro se pueda desarrollar

nuevos y novedosos agentes farmacoldégicos.



1.1 OBJETIVOS

111

Objetivo General:

Evaluar la actividad antioxidante y
antihiperglucemiante de los
extractos obtenidos de llex guayusa
y mediante fraccionamiento aislar

compuestos puros.

Especificos:

Obtener los extractos (hexanico,
acetato de etilo, metandlico) a partir
de llex guayusa mediante

maceracion.

Determinar en qué extracto se
encuentran las compuestos
antioxidantes y antiglucemiantes
mediante ensayos de a-

glucosidasa, p-Clams y DPPH.

Aislar  metabolitos  secundarios
mediante técnicas cromatograficas

a partir del extracto activo.



Capitulo Il: Revision
Bibliografica



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de
desordenes metabdlicos muy comun que afecta
el metabolismo de carbohidratos, grasas, y
proteinas, esta se caracterizada por una
disminucién en la producciéon o ineficiencia de
insulina, proporcionando niveles elevados de
glucosa en sangre y consecuentemente dafio
celular que se traduce en macro Yy
microangiopatias, en cuyo proceso esta
involucrado el estrés oxidativo [Menakshi et al.
2006; Mehmet et al. 2000; Vetrichelvan, vy
Jegadeesan 2002].

Estudios realizados han descrito que tanto la
diabetes tipo | como la Il son patologias
complicadas y desventajosas con respecto a sus
complicaciones tardias, ya que afectan a todos
los 6rganos y producen un desgaste acelerado
de las células. Los pacientes diabéticos en
comparaciéon a otros presentan 25 veces mas
posibilidades de quedarse ciegos, 20 veces mas

de tener problemas renales, asi como mayor



riesgo de sufrir amputaciones por gangrena y de
2 a 6 veces mas de desarrollar enfermedades
coronarias y dafios isquémicos en el cerebro. Las
personas que se les diagnostica esta patologia
antes de los 30 afios de edad no llegan a los 50,
la mayoria por problemas renales [Ramos M, et
al. 2006].

Segun la Federacion Internacional de
Diabetes (FID) actualmente esta enfermedad
afecta aproximadamente a 285 millones de
personas en todo el mundo por lo que es
considerada un problema de salud publica, ya
que a mediados del siglo pasado existian 135
millones de diabéticos y se estima que para el
afo 2030 el numero total excedera a los 435
millones [FID 2009, Blanco ef al. 2004].

2.2 DIABETES Y STRESS OXIDATIVO

En los ultimos afios la atencién ha sido
enfocada en el papel del estrés oxidativo, se ha
demostrado que este es la causa fundamental y
comun en patogénesis de las complicaciones
diabéticas secundarias, esto se debe a que altos

valores de glicemia conducen a un estrés
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oxidativo, ya que la glucosa se autoxida y da
lugar a la formacién de alfaceoaldehidos,
peroxido de hidrégeno y radical superédxido entre
otras especies reactivas de oxigeno (ROS)
[Clapés et al. 2001]. Los radicales libres son
producidos constantemente en el cuerpo como
consecuencia de los procesos metabdlicos
normales e interaccidbn con los estimulos
ambientales los cuales provocan dafio oxidativo
en las macromoléculas que no pueden ser
contrarrestado por los sistemas antioxidantes de
defensa [Ramos et al. 2006; Clapés et al. 2001;
Kaleem et al. 2006; Schultz J et al. 2005].

2.3 ACCION ANTIDIABETICA Y
ANTIOXIDANTE DE LAS PLANTAS

Los mecanismos de accion por los cuales las
plantas disminuyen el nivel de glucosa en la
sangre pueden ser atribuidos a alguno de los
siguientes factores: aumento de la liberacion de
insulina a través de la estimulacion de las células
B-pancreaticas, resistencia a las hormonas que
aumentan el nivel de glucosa, aumento del
ndamero y sensibilidad de sitios receptores de

insulina, disminucién de la pérdida de glucégeno,
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aumento del consumo de glucosa en los tejidos y
6rganos, eliminacion de radicales libres,
resistencia a la peroxidacién de lipidos,
estimulacion o aumento de la microcirculacién de

sangre en el organismo [Negri 2005].

Los compuestos antioxidantes en los
vegetales segun su naturaleza de solubilizacion
se han dividido en: hidréfilo (compuestos
fendlicos y vitamina C) y lipdfilicos (carotinoides y
vitamina). La capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos se debe principalmente a
sus propiedades redox, las cuales les permite
actuar como agentes reductores donadores de
hidrogeno y electrones e inhibidores de oxigeno
individual. Los carotenoides son desactivadores
de moléculas  sensibilizadoras  excitadas
electronicamente, los cuales estan involucradas
en la generacion de radicales y oxigeno
individual [Peris et al. 1995].

2.4 ESPECIE VEGETAL EN ESTUDIO

llex guayusa

11



Fig.1 Fotografia llex guayusa tomada en el

herbario del IQA- UTPL.
FAMILIA: AQUIFOLIACEAE
DESCRIPCION BOTANICA: Arbol nativo de la
Regidon Amazodnica, especie silvestre y cultivada
de 4 a 15 m de altura o mas, tronco de hasta 1 m
de diametro. Hojas alternas coriaceas, oblongo-
elipticas 9,5-17 cm de longitud por 3,8-7 de
ancho, apice acuminado y base aguda, margen
simple o ligeramente dentado, haz y envés
glabros, peciolo corto de 1 cm de largo, estipulas
conspicuas. Inflorescencia en las axilas de las
hojas, fasciculadas, 4,5 lobulados, corola con los
pétalos obtusos, anteras oblongas, ovario supero
subgloboso y estigma sésil [Zaragoza et al.
2004].

USOS: Se emplea las hojas para el tratamiento
de la gastritis, fertilidad en la mujer y en el
tratamiento de la Diabetes.

12



MODO DE USO: Infusién [Zaragoza et al.
2004].

2.5 PRUEBAS ENZIMATICAS
2.5.1 Inhibicion de a-Glucosidasa

Uno de los enfoques terapéuticos para
reducir la hiperglicemia postprandial en pacientes
diabéticos es prevenir la absorcion de
carbohidratos después del consumo de comidas.
Solamente los monosacaridos como la glucosa y
fructosa pueden ser transportados del lumen
intestinal al flujo de la sangre. Almidones
complejos como oligosacaridos y disacaridos
deben ser descompuestos en monosacaridos
antes de ser absorbidos en el duodeno y yeyuno
superior, esta digestion es facilitada por enzimas
glucosidasas que se encuentran situadas en el
borde del cepillo de los enterocitos intestinales
[Ortiz R, et a/,2007].

Los inhibidores de las glucosidasas se unen
a las glucosidasas intestinales e inhiben su
accion. Su administracién junto con los alimentos
produce una interferencia de la hidrdlisis de los
oligosacaridos vy de los disacaridos,

13



disminuyendo vy retardando su absorcion
[Gomero 2008].

El ensayo de inhibidores de a-glucosidasa
mide el porcentaje de ihnibicion de estas enzimas
sobre los almidones no permitiendo que éstos se
desdoblen en monosacaridos, evitando de esta
manera que se eleven los niveles de glucosa en

la sangre [Muccue et al. 2005].
2.6 PRUEBAS ANTIOXIDANTES
2.6.1 Método DPPH

La determinacion de la capacidad
antioxidante de una sustancia usando el método
DPPH se basa en la reaccion con el radical
estable DPPH [Bilia et al, 2004]. El DPPH es uno
de los pocos radicales de nitr6geno organico
estables y comercialmente disponibles, tiene una
absorcion UV-visible maxima a 515 nm. Una vez
reducido, la solucién se decolora y el progreso de
la reaccion es convenientemente monitoreado
por un espectofotémetro [Huanf et al, 2004]. La
capacidad de un compuesto como depurador de
radicales registrada espectofotometricamente
usando el DPPH como radical estable es

14



monitoreada por la transformacién del DPPH en
su forma reducida (DPPH-H) [Soler et al, 2000].

DPPH- (purpura) + (AH), - DPPH-H (amarillo) +
(A*)n
2.6.2 Método B-CLAMS

La capacidad antioxidante de una sustancia
puede ser determinada usando el método [-
CLAMS, donde la mencionada actividad es
expresada como factor de proteccion. Este
método se basa principalmente en la oxidacion
del acido linoleico, que es un acido graso
insaturado, gracias a los ROS (Reactive oxygen
species) producidos por el agua oxigenada. Los
productos formados inician la oxidacion del
caroteno, el cual se decolora, esta decoloracion
se previene por la accidon de sustancias
antioxidantes las cuales disminuyen la
decoloracion segin sea su capacidad
antioxidante, de tal manera que a mayor
decoloracion producida, menor sera la capacidad

antioxidante y viceversa [Kwon et al. 2007].

15



2.6.3 Método FOLIN-CIOCALTEU

Este ensayo ha sido utlizado durante
muchos afos para medir el contenido de
compuestos fendlicos totales en productos
naturales. El mecanismo basico de este método
es una reaccion redox por lo que puede
considerarse como un método de medida de la
actividad antioxidante total y la oxidacidon de
fenoles presentes en la muestra causa la
aparicion de una coloracion azul que presenta un
maximo de absorbancia de 765nm y se cuantifica
por espectrofotometria en base a una recta
patron de acido galico [Rojas, 1996, Vidal, 2001].

2.7 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Una columna de cromatografia es un tubo de
vidrio relleno con una sustancia sélida de
propiedades  adsorbentes  constituida  por
pequefias particulas: gel de silice y alimina son
las mas usadas. Este relleno es lo que se conoce
en cromatografia como la fase estacionaria. A
través de la columna se hara pasar una corriente
de un disolvente o mezcla de disolventes
denominada eluyente y/o fase movil. Es un

método simple de operacidon que nos permite

16



fraccionar los componentes de una mezcla,
basada en la velocidad de desplazamiento
diferencial de los mismos que se establece al ser
arrastrados por la fase movil, a través del lecho
cromatografico o fase estacionaria [Bandoni,
2002].

17



Capitulo lll: Materiales y
Métodos
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lll. MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo de tesis se llevé a cabo
en el IQA de la Universidad Técnica Particular de

Loja el cual presenta la siguiente metodologia:

3.1 Obtencion de los extractos

La planta fue recolectada en la parroquia de
Yangana en las siguientes coordenadas 705081
Este y 95155412 Norte. Posteriormente las hojas
secas fueron sometidas a maceracion dinamica a
temperatura ambiente por 5 horas, con una
relacion solvente:planta de 10:1. Primero se lo
realizd con hexano posteriormente con acetato
de etilo y por ultimo con metanol. El solvente fue
eliminado por rotaevaporacién a una temperatura

de 30°C y a presion reducida.

3.2 Ensayo de inhibicion de a-
glucosidasa
La solucion enzimatica fue preparada con
5,7 U (1 mg) por ensayo en un volumen de 3,22
ml de agua desionizada fria. En cada tubo de
reaccion, 35 pl de solucién enzimatica fueron

adicionados a 35 pl del inhibidor preparado a
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varias concentraciones (10, 50, 100, 500 y 1000
ug/ml) y se mantuvo a 37 °C por 5 minutos para
alcanzar el equilibrio. La reaccion se inici6 al
agregar 930 pl de p-Nitrophenyl-a-D-Glucoside
(PNP-G) (0,914 mM en PBS 67 mM) y toda la
mezcla fue incubada a 37°C por 15 minutos.
Transcurrido el tiempo de incubacién se adiciond
a cada tubo 1 ml de solucion TRIS (0,5 M) para
detener completamente la reaccién. Se mezclo
por inversion y se ftransfii6 a una celda
espectrofotométrica para iniciar la lectura de
absorbancias a 400 nm. Como control positivo se
utilizé ascarbosa ya que se conoce que es un

inhibidor importante de las enzimas glucosidas.

Tabla 1. Esquema para la determinaciéon de la actividad
inhibitoria de a-glucosidasa.

ENSAYO DE INHIBICION DE o-GLUCOSIDASA

SOLUCIONES MUESTRA BLANCO CONTROL CONTROL

®) (D) (A) ©)

INHIBIDOR 35ul 35l - -

ENZIMA 35ul - 35l -
H,0 - 35l 35l 70 pl

Mezclar por inversién e incubar a 37 °C por 5 min

SUSTRATO | 930 ul 930 pl 930 pl 930 pl

Mezclar por inversion e incubar a 37 °C por 15 min

20




TRIS 10001 | 10001 | 1000 pl 1000 pl

Mezclar por inversion y leer en espectrofotometro a 400 nm

3.3 Ensayo B-CLAMS
Se coloco 500 pl de solucién de (B-caroteno

con cloroformo en un vial cubierto con papel
aluminio el cual contiene 500 mg de Tween 40. A
esto se afadid 50 ul de acido linoleico. La
emulsion asi preparada se transfirio a un balén
de destilacion también cubierto con papel
aluminio para luego ser llevado al rotaevaporador
por 5 minutos a 45-50 °C. A esta emulsion libre
de cloroformo se le afadié 60 ml de H,O, (de 20
volumenes) y se agité vigorosamente durante 1
minuto. De esta solucion se transfirio 1960 ul a
tubos que contienen 40 pl el extracto o del control
positivo (a-TCF). Las muestras se incubarén en
un bafio maria a 50 °C por 120 minutos.
Seguidamente las absorbancias son
determinadas a 470 nm y comparadas con las
del control negativo (40 pl metanol en lugar del
extracto). Se us6 a-tocoferol como control

positivo por su poder antioxidante.
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Tabla 2. Esquema para la determinaciéon de antioxidantes
mediante el ensayo de 3-clams.

Método B-CLAMS

SOLUCIONES MUESTRA | BLANCO CONTROL CONTROL
(*) ()

EMULSION | 1960 pl 1960 ul_| 1960 pl

EXTRACTO 40 pl 40 l

TROLOX - - 40 pl

METANOL - - 40 pl

Leer en espectrofotémetro a 470 nm (t = 0 min)
Incubar a 50 °C por 120 min y volver a leer en espectro a 470
nm (t = 120 min)

3.4 Ensayo DPPH
Se prepar6 una solucion de DPPH (2,2-

difenil,2,picrilhidrazilo) a una concentracion de 80
mM en metanol, esta debe ser establecida de tal
manera que produzca un absorbancia menor a
115 nm. Las muestras fueron pesadas vy
solubilizadas en metanol para tener
concentraciones finales de 10, 50, 100 y 1000
pg/ml. De la solucion de DPPH se transfirid
1960ul a tubos de ensayo que contienen 40ul de

muestra preparada.

Tabla 3. Esquema para la determinaciéon de antioxidantes
mediante ensayo de DPPH.

Método DPPH
SOLUCIONE MUESTR BLANC CONTRO CONTRO
S A 0 L (+) L ()
METANOL - 1960 pl - 40 pl
a- - - 40 pl -
TOCOFEROL
DPPH 1960 pl - 1960 pl 1960 pl
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EXTRACTO [ 40u [ 40pl ] - [

Dejar reaccionar a T ambiente por 15min
Leer en espectrofotémetro a 515 nm

3.5 Ensayo FOLIN-CIOCALTEU

Preparamos el Folin-Ciocalteu a una
concentraciéon de 1N en agua destilada, a este
reactivo se lo protegi6 de la luz y se lo coloco en
refrigeracion hasta su uso. También se preparé
una solucién de carbonato de sodio (Na,CO3) al
20% en agua destilada y se la mantuvo en el
equipo de ultrasonido hasta su completa
disolucién. Las muestras fueron preparadas
colocando 250 pl del extracto (0.5, 1.0, 1.5, 2.0,
2.5 pg/ml) en tubos de ensayo, a esto se le
adicion6 1500 pl de agua destilada y 125 pl del
reactivo Folin-Ciocalteu, se mezclo en un vortex y
se dejo reposar durante 5 minutos, luego de lo
cual se anadieron 250 pl de la solucién de
carbonato de sodio. Se dejé reposar por un
periodo de 120 minutos y finalmente se procedié
a leer en espectofotémetrto a 760 nm. Al mismo
tiempo se evaluaron los respectivos controles.
Para el control positivo se uso trolox, muy

conocido por su poder antioxidante.
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Tabla 4. Esquema para la determinaciéon de la actividad
inhibitoria de a-glucosidasa.

Método FOLIN-CIOCALTEU

SOLUCIONES MUESTRA BLANCO CONTROL CONTROL
(*+) ()
EXTRACTO 1 ml 1 ml - -
TROLOX - - 1ml -
ETANOL 1ml 1.5 ml 1ml 2 ml
95%
H,0 Sml 5 ml Sml Sml
destilada
FOLIN 0.5 ml - 0.5 ml 0.5 ml
Mezclar y dejar reposar S minutos
NaCO; [ 1ml | 1ml | 1m [ 1ml

Mezclar y dejar reposar 60 minutos
Leer en espectrofotometro a 725 nm

Los valores obtenidos de la absorbancia fueron
convertidos a fenoles totales y expresados en
miligramos de equivalentes de acido galico por

gramos de peso seco del extracto.

3.6 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Del extracto metandlico se pesé 14.58 gr y
se lo disolvié con 50 mL de metanol y agua, se lo
eluyé usando una columna pequefia con 4 cm de
silica fase inversa para eliminar clorofilas. Del
extracto obtenido se elimind el metanol usando el
rotaevaporador, los residuos de agua se los secé
con una cantidad pequefia de acetonitrilo asi
mismo con el rotaevaporador hasta que nos

queda el extracto completamente seco, luego se
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lo mezclé nuevamente con metanol y se le
agrego silica, se rotaevapora hasta que queda la

papilla (extracto silica) libre de solventes y agua.

La columna cromatografica se armé con una
relacion 1:40  extracto/fase  estacionaria,
utilizando silica gel empaquetada en humedo con
hexano, a ésta se le agreg6 la papilla iniciando la
elucion con hexano como solvente inicial
siguiendo un gradiente creciente de polaridad
(hexano:acetato de etilo, acetato de etilo, acetato
de etilo:metanol, metanol). Las fracciones
recogidas fueron controladas mediante
cromatografia de capa fina, usando acido
sulfurico y vainilina como reactivos para revelar,
con el proposito de reunir fracciones similares

evaluando su coloracion.

3.7 ANALISIS E INTERPRETACION DE
DATOS
Los datos obtenidos en los diferentes
ensayos fueron evaluados estadisticamente por
el método de regresion logistica Logit, con un
intervalo de confianza del 95% utilizando el

programa XLSTAT para calcular los valores de
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ICs0. Se debe tener presente que un valor menor
de ICs¢ significa mayor inhibicién enzimatica y
viceversa.

Ademas estos resultados fueron comparados
con el ICsy del control positivo que para este
estudio fueron: acarbosa, a-tocoferol, trolox.

La identificacion del compuesto se la realizd
mediante cromatografia de gases, la cual fue
llevada a cabo en los laboratorios de la

Universidad de Arkansas, Estados Unidos.
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Capitulo IV: Resultados
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IV. RESULTADOS

4.1 Ensayo Espectofotométrico de

inhibiciéon de a-Glucosidasa (AGH)

En este ensayo el extracto metandlico
presentd mayor efecto dosis respuesta con un
valor de ICsy de 437,48 ug/mL, siendo este dato
similar al valor del control positivo que para esta

prueba se utilizé Acarbosa (Glucobay).

Tabla5. Porcentaje de inhibicion para AGH

AGH
ACETATO

CONC.(ug/ml) | DE ETILO | HEXANO | METANOL | GLUCOBAY
10 0+0 0,840,1 0,240,1 0,940,1
50 7,1£0,1 3,840,2 9,940,3 11,2+0,3
100 9,50,3 6,240,2 24,1+0,4 21,7+0,3
500 24,4404 11,7+0,3 68,80,6 50,2+0,7
1000 35,2+0,5 19,3+0,5 94,8+0,9 70,80,9
IC50 (ug/ml) 1323,47 2655,54 437,48 602,01

4.2 Ensayo espectofotométrico de la
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capacidad antioxidante mediante -
CLAMS

Para el ensayo B-clams se puede observar
que el extracto hexanico presenta un valor de
ICso superior al control, mientras que los
extractos metandlico y acetato de etilo poseen
una mayor actividad con valores de ICs
similares al control positivo que en este caso es
el a-TCF (a-Tocoferol) lo que los hace buenos
protectores contra los ROS (Reactive oxygen

species).

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion para -clams

B-CLAMS
ACETATO

CONC.(ug/ml) DE ETILO HEXANO | METANOL a-TCF

0,01 00,3 4,310,1 9,5+0,1 8,8+0.4

0,1 21,8£0,4 16,410,1 239105 | 34,008

1 31,2405 33,8£0,2 31,130,7 | 47,9108

10 38,8+0,7 35,1£0,5 433108 | 74,9410

100 59,6£0,5 39,6£0,7 61,140,7 | 854108

IC50 (ug/ml) 4,335 129,29 4,337 2,872
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4.3 Evaluacion
antioxidante mediante el método de
DPPH

de la

capacidad

El ICso mas significativo en este ensayo es el

metandlico,

inhibitoria contra los radicales libres, al

como antioxidante primario,

es decir

indicando una posible actividad
actuar

que

interrumpe la cadena oxidativa y previene la

formacion de nuevos radicales libres.

Tabla 7. Porcentaje de inhibicion para DPPH

DPPH
CONCENTRACION ACETATO

DE ETILO HEXANO | METANOL | a-TCF

(ug/ml)
1,9+
0,1 12+1,2 1,2+0,6 0,0+1,8 0,1
52+
0,5 1,114 34+1.2 275+1.1 0,8
10,9+
1 84+40 53+25 925+0,8 0,8
44,0 +
5 184+47 11,6+3,6 945+0,6 51
81,0+
10 80,0+2,38 678+14 946+14 2,2
I1C50 (ug/ml) 226 330 20 5
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4.4 Método FOLIN-CIOCALTEU

En el extracto obtuvimos 17,34 gramos de

acido galico por gramo de extracto, resultado que

es superior al control positivo indicando que el

extracto presenta mayor cantidad de compuestos

fendlicos lo que se ratifica una vez mas su

capacidad antioxidante.

Tabla 8. Valores de acido galico /gramos de extracto

ug AG
TROLOX 13,58
ILEX METANOL 17,34

H,O

0,0

4.5 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

En base a la respuesta obtenida con el

extracto metandlico se procedié a

fraccionamiento mediante

cromatografia

realizar

de
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columna, obteniendose varias fracciones, de las
cuales se aislé un compuesto puro al que se le
realizé un analisis de cromatografia de gases
acoplado a

espectrometria de

masas

determinando que *°

rMe

e

es un tipo de triterpeno presuntamente UVAOL.
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Fig 1. Estructura quimica del uvaol: 383,28-Dihydroxyurs-
12.ene
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v. DISCUSION

Actualmente se ha incrementado el interés
de investigar plantas como fuentes de
antioxidantes naturales, [Bengmark 1998]. Esta
realidad no es ajena a la nuestra, ya que siendo
Ecuador un pais megadiverso con una gran
variedad de especies vegetales de las que en su
mayoria solo se conoce Su USO empirico
[Valencia et al. 2000, Estrella et al. 2005], los
resultados presentados en este trabajo
demuestran la realidad y la importancia de
conocer  cientificamente las  propiedades
biolégicas y componentes activos que sostienen
el uso siendo una guia para futuras

investigaciones y aplicaciones.

Segun la literatura, los ensayos aplicados en
esta investigacion son los mas utilizados debido
a que originan resultados reproducibles vy
coherentes, siendo aplicables como un screning
inicial en la budsqueda de determinados
compuestos [Conforti et al. 2005; Hodzic et al.
2009; Castafeda et al. 2008].
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Todas las pruebas realizadas demuestran
que el extracto metandlico es el que presenta
mayor actividad tanto en antidiabeticos como
antioxidantes, para la especie vegetal en estudio,
la literatura no reporta datos y resultados
similares al presente estudio, ya que no se ha
hecho investigaciones anteriores de la llex
guayusa para estas dos actividades. Sin
embargo otros estudios revelan en paises como
Paraguay, Colombia y Peru en plantas de la
misma familia importantes actividades colerética,
estimulante y antipiréticas [Castafieda et al.
2008; Rosero 2006-2007].

El fraccionamiento del extracto por medio de
cromatografia en columna nos dio como
resultado un compuesto puro posiblemente
Uvaol, ya que los analisis realizados como punto
de fusion y cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas coincide con los
reportados en la base de datos de SCIFINDER
[https//SciFinder.cas.org].

Uvaol, es un triperteno aislado

principalmente del aceite de olivo virgen, sin
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embargo, estudios realizados por Alexandre, et.al
2004, demuestra la presencia de esta misma
molécula en la lllex buxifolia con diferente
actividad biolégica, asi mismo otros trabajos de
investigacion demuestran importante actividad
efectiva contra la  proliferacion  celular
especialmente en estados cancerigenos [Martin
et al. 2009]. Demostrando de esta manera que la
molécula presenta una amplia actividad biolégica
posiblemente basada en sus propiedades

antioxidantes.

Es importante mencionar, que esta molécula
no se encuentra presente como principio activo
en algun farmaco, siendo importante continuar
con mas estudios que puedan llegar a confirmar

totalmente actividad antioxidante o antidiabética.

37



Capitulo VI: Conclusiones y
Recomendaciones
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VI. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones
» Bajo condiciones de ensayos, el extracto

metandlico presentd una importante
actividad tanto para a-glucosidasa, B-
CLAMS y DPPH, debido a que los
valores de IC50 comparados con sus
respectivos controles fueron similares,
por tal motivo se procedié a realizar el

fraccionamiento.

» Con el fraccionamiento se obtuvo un
Triterpeno, que por sus caracteristicas
quimicas y fisicas posiblemente sea

Uvaol.

» Los resultados obtenidos en el presente
estudio sirven para ampliar los
conocimientos cientificos tanto llex
guayusa como de la molécula

encontrada.
6.2 Recomendaciones
» Es importante continuar con el estudio

del compuesto obtenido mediante
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técnicas de identificacion molecular mas
especificas como RMN (resonancia
magnética nuclear) para poder establecer

con precision la estructura quimica.

Realizar  pruebas antioxidantes vy
antiglucemiantes al compuesto obtenido

con el fin de ratificar sus propiedades.

Realizar un estudio de bioactividad al
compuesto obtenido para determinar la

potencialidad bioldgica del mismo.

Estudiar nuevas especies vegetales que
desde la pespectiva etnomédica han
demostrado tener propiedades
antidiabéticas con el fin de potenciar el
aprovechamiento de los recursos

naturales en beneficio de la salud.
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