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De mis consideraciones:

Envio a Ud. el Informe correspondiente a la tutoria realizada al Trabajo de Titulacion
EVALUACION DE POLIFENOLES TOTALES, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y A-
GLUCOSIDASA EN EXTRACTOS DE CORTEZA DE Cassia grandis L.f. (CANA
FISTULA)” de las estudiantes GENESIS GRACIELA MORALES ANDRADE Y
EMILY MAGALY PAREDES ARELLANO, indicando que han cumplido con todos
los parametros establecidos en la normativa vigente:

e Eltrabajo es el resultado de una investigacion.

e El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.

e El trabajo presenta una propuesta en el area de conocimiento.

e El nivel de argumentacién es coherente con el campo de conocimiento.
Adicionalmente, se adjunta el certificado de porcentaje de similitud y la valoracion
del trabajo de titulacion con la respectiva calificacion.

Dando por concluida esta tutoria de trabajo de titulacion, CERTIFICO, para los fines
pertinentes, que los estudiantes estan aptos para continuar con el proceso de
revision final.

Atentamente

Dra. ALEXANDRA QUESADA DELGADO, Mg.
C.l. 1202485304
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GLUCOSIDASA EN EXTRACTOS DE CORTEZA DE Cassia grandis L.f. (CANA
FiSTULA)” de las estudiantes, MORALES ANDRADE GENESIS GRACIELA y PAREDES
ARELLANO EMILY MAGALY.
Las gestiones realizadas me permiten indicar que el trabajo fue revisado considerando
todos los parametros establecidos en las normativas vigentes, en el cumplimento de los
siguientes aspectos:

Cumplimiento de requisitos de forma:

e Eltitulo tiene un maximo de 18 palabras.

e La memoria escrita se ajusta a la estructura establecida.

e El documento se ajusta a las normas de escritura cientifica seleccionadas por la

Facultad.

e Lainvestigacion es pertinente con la linea y sublineas de investigacion de la carrera.

e Los soportes tedricos son de maximo 10 afios.

e La propuesta presentada es pertinente.

Cumplimiento con el Reglamento de Régimen Académico:

e Eltrabajo es el resultado de una investigacion.

e El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.

e Eltrabajo presenta una propuesta en el area de conocimiento.

e Elnivel de argumentacion es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se indica que fue revisado, el certificado de porcentaje de similitud, la
valoracién del tutor, asi como de las paginas preliminares solicitadas, lo cual indica el que
el trabajo de investigacién cumple con los requisitos exigidos.

Una vez concluida esta revision, considero que el estudiante esta apto para continuar el
proceso de titulacion. Particular que comunicamos a usted para los fines pertinentes.

Atentamente

/,.T:-V';*"-—A—J‘_t__ ) —
Dra. Q:FZoilatuna Estrella Mgs
C.1. 0907681795
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APROBACION DEL TUTOR

En calidad de tutora del Trabajo de Titulacion, certifico: Que he asesorado, guiado
y revisado el trabajo de titulacion en la modalidad de investigacion, cuyo titulo es
“EVALUACION DE POLIFENOLES TOTALES, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y A-
GLUCOSIDASA EN EXTRACTOS DE CORTEZA DE Cassia grandis L.f. (CANA
FISTULA)”, presentado por GENESIS GRACIELA MORALES ANDRADE, con C.I.
No. 0953412343 y EMILY MAGALY PAREDES ARELLANO, con C.l. No.
09552528701 previo a la obtencion del titulo de Quimicas y Farmacéuticas.

Este trabajo ha sido aprobado en su totalidad y se adjunta el informe de
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CERTIFICACION DEL TUTOR REVISOR

Habiendo sido nombrado DRA. Q.F. ZOILA LUNA ESTRELLA, MgS., tutor revisor
del trabajo de titulacion: “EVALUACION DE POLIFENOLES TOTALES,
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y A-GLUCOSIDASA EN EXTRACTOS DE
CORTEZA DE Cassia grandis L.f. (CANA FISTULA)”, certifico que el presente
trabajo de titulacion, elaborado por GENESIS GRACIELA MORALES ANDRADE,
con C.I. No. 0953412343 y EMILY MAGALY PAREDES ARELLANO, con C.I. No.
0952528701 con mi respectiva supervisibon como requerimiento parcial para la
obtencién del titulo de Quimicas y Farmacéuticas, en la Carrera de Quimica y
Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas, ha sido REVISADO Y APROBADO

en todas sus partes, encontrandose apto para su sustentacion.
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Dra. Q.F. ZOILA LUNA ESTRELLA, MgS.
C.1. 0907681795
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DRA. Q.F. ZOILA LUNA ESTRELLA, MgsS.
PRESIDENTE- MIEMBRO DEL TRIBUNAL
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EMILY MAGALY PAREDES ARELLANO con C.I No. 0952528701, certificamos
gue los contenidos desarrollados en este trabajo de titulacién, cuyo titulo es
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“EVALUACION DE POLIFENOLES TOTALES, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y a-

GLUCOSIDASA EN EXTRACTOS DE CORTEZA DE Cassia grandis L.f. (CANA
FISTULA)”.

Autores: Geénesis Graciela Morales Andrade, Emily Magaly Paredes
Arellano.

Tutor: Dra. Q.F Alexandra Quesada Mg.
RESUMEN

La Cassia grandis L.f conocida como cafa fistula en Ecuador perteneciente a la
familia Fabaceace es una planta que ha sido usada y aprovechada tradicionalmente
para tratar enfermedades respiratorias, hepéticas, anémicas, entre otras.
Actualmente existe una tendencia sobre el consumo de productos de origen vegetal
como ayuda para el control de la diabetes tipo 2. Se recolectaron en el cantén
Milagro provincia del Guayas 2 kilogramos de cortezas de la especie Cassia grandis
L.f. durante los meses de octubre a noviembre del 2019. El andlisis de sdlidos
totales indico 2.63 % en el extracto etandlico y 2.50% en el extracto acuoso. Se
trabajoé con el extracto acuoso y etandlico de la corteza de esta planta, los cuales
se sometieron a pruebas de Folin-Ciocalteu y se obtuvo como resultado para
Polifenoles Totales con mayor porcentaje en extracto acuoso 83.96% Yy extracto
etandlico74.10%. La Actividad Antioxidante se determind por 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) y dio como resultado en extracto etanélico Acido Galico 0.11
mg/ml, Acido Ascérbico 0.39 mg/ml y en extracto acuoso Acido Galico 0.12mg/ml, y
Acido Ascorbico 0.45 mg/ml. Ademas, se evalud in vitro la actividad inhibitoria de la
enzima a- glucosidasa presentando para el extracto etandlico 47.91% vy el extracto
acuoso 50.03%. Estos hallazgos darian lugar a nuevas investigaciones para
elaboracion de productos farmacéuticos con el objetivo de ayudar en el tratamiento

de la diabetes.

Palabras clave: Cassia grandis L.f, Polifenoles Totales, Actividad Antioxidante, a-
glucosidasa.
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SUMMARY

Cassia grandis L.f known as cane fistula in Ecuador belonging to the Fabaceace
family is a plant that has been traditionally used and used to treat respiratory, liver,
anemic diseases, among others. There is currently a trend on the consumption of
products of plant origin as an aid for the control of type 2 diabetes. 2 kilograms of
bark of the Cassia grandis L.f. during the months of October to November 2019. The
analysis of specific total solids 2.63% in the ethanolic extract and 2.50% in the
aqueous extract. According to the aqueous and ethanolic extract of the bark of this
plant, any of them performed some Folin-Ciocalteu tests and obtained as a result for
Total Polyphenols with a higher percentage in 83.96% aqueous extract and 74.10%
ethanolic extract. The Antioxidant Activity was determined by two, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and resulted in ethanolic extract Gallic Acid 0.11 mg / ml,
Ascorbic Acid 0.39 mg / ml and in aqueous extract Gallic Acid 0, 12 mg / ml, and
Ascorbic Acid 0.45 mg / ml. In addition, the inhibitory activity of the enzyme a-
glucosidase was evaluated in vitro, presenting for the ethanol extract 47.91% and
the aqueous extract 50.03%. These findings will lead to further research for the
development of pharmaceutical products with the aim of helping in the treatment of

diabetes.

Keywords: Cassia grandis L.f, Total Polyphenols, Antioxidant Activity, a-

glucosidase



INTRODUCCION

La hiperglicemia o diabetes es un rapido incremento de los niveles de glucosa en
la sangre a causa de la hidrolisis del almidén, actuando por medio de la liberacion
de la glucosa en el intestino delgado por la enzima a-glucosidasa. La inhibiciéon de
esta enzima puede significar el decremento de hiperglicemia y podria ser una
estrategia clave para el control de la diabetes mellitus (Van de Laar, F., Lucassen,
P., Akkermans, R., Van de Lisdonk, E., Rutten, G & Van Weel, C. , 2005). Se conoce
gue esta es una enfermedad con alto indice de morbilidad convirtiéndose en uno de
los problemas de mayor salud a nivel mundial. En Ecuador y en numerosos paises
la poblacién recurre a la medicina ancestral para ayudarse con el control de esta
dolencia. Cassia grandis L.f. es una de las especies mayormente aprovechadas por

sus diferentes usos etnobotanicos que representa cada parte del &rbol.

En el litoral ecuatoriano la poblacién utiliza el fruto como alimento por su sabor
dulce, infusion de las hojas para resfriados, flores trituradas para curar heridas y la
corteza un posible control contra la diabetes, estos son los motivos por lo que se
debe estudiar esta especie vegetal que pertenece a la familia de las Fabaceace,
ampliamente distribuidas por Latinoamérica y ciertas partes de Europa y Asia,
muchos de sus géneros son estudiados por su actividad biolégica, empezando con

Polifenoles totales seguido de la actividad antioxidante.

Este estudio esta basado en la evaluacion de los Polifenoles totales, actividad
antioxidante expresada en Acido Galico y Acido Ascorbico y la capacidad inhibitoria
de la enzima a-glucosidasa en extractos acuoso y etandlico de cortezas de Cassia
grandis L.f.

Se recolectaron en el canton Milagro provincia del Guayas 2 kilogramos de
cortezas de la especie Cassia grandis L.f. durante los meses de octubre a
noviembre del 2019. La certificacion de la planta se ejecutd en el Herbario Guay de
la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil. Ademas, se
realizaron analisis de humedad, cenizas y solidos totales con extractos acuoso y

etandlico.



El analisis de solidos totales indico 2.63 % en el extracto etandlico y 2.50% en el
extracto acuoso. Se trabajo con el extracto acuoso y etandlico de la corteza de esta
planta, los cuales se sometieron a pruebas de Folin-Ciocalteu y se obtuvo como
resultado para Polifenoles Totales con mayor porcentaje en extracto acuoso 83.96% y
extracto etandlico74.10%. La Actividad Antioxidante se determiné por 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) y dio como resultado en extracto etanélico Acido Galico 0.11
mg/ml, Acido Ascérbico 0.39 mg/ml y en extracto acuoso Acido Galico 0.12mg/ml, y
Acido Ascorbico 0.45 mg/ml. Ademas, en el Laboratorio de Biomedicina de la
Facultad de Ingenieria Maritima, Ciencias Bioldgicas, Oceanicas y Recursos
Naturales, Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL), mediante un
espectrofotometro marca SYNERGY/ HTX Lector de Elisa, a una longitud de onda
de 405 nm, en micro placas de 96 pocillos, se evalud in vitro la actividad inhibitoria
de la enzima a- glucosidasa presentando el extracto etanolico 47.91% y el extracto
acuoso 50.03%. Estos hallazgos darian lugar a nuevas investigaciones para
elaboracion de productos farmacéuticos con el objetivo de ayudar en el tratamiento

de la diabetes.



[.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cassia grandis L.f conocida como cafa fistula en Ecuador perteneciente a la
familia Fabaceace es una planta que ha sido usada tradicionalmente para tratar
enfermedades respiratorias, hepaticas, anémicas, endocrinas, entre otras. Ademas,
posee actividad antioxidante que permite evaluar la eliminacion de los radicales
libres como DPPH (Difenil Picril Hidrazilo). Los estudios de caracterizacion quimica
demuestran la presencia de esteroides, terpenos, aceites esenciales, azlUcares
reductores, aminoacidos, aminas, saponinas, glicésidos y polisacaridos (J. Cambar
Pablo, 2014).

Es habitual observar en la poblacion en general un escaso consumo de frutas,
hortalizas, entre otros alimentos fuente de antioxidantes naturales. Estudios
epidemioldgicos demuestran que el consumo regular de frutas y verduras esta
asociado con la disminucion del riesgo de padecer enfermedades crénicas como
cancer, diabetes mellitus y problemas cardiovasculares, Alzheimer, derrames
cerebrales, cataratas o el deterioro funcional asociado a la edad, por lo tanto, un
aumento en la ingesta de estos antioxidantes dietarios podria proteger de estas
enfermedades cronicas (Jorge & Troncoso, 2016).

Segun la (Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2015), calcula que la ingesta
insuficiente de frutas y verduras causa en todo el mundo aproximadamente un 19%
de los canceres gastrointestinales, un 31% de las cardiopatias isquémicas y un 11%
de los accidentes vasculares cerebrales. Aproximadamente un 85% de la carga
mundial de morbilidad atribuible al escaso consumo de frutas y verduras se debi6 a
las enfermedades cardiovasculares. Cada afio podrian salvarse hasta 1,7 millones

de vidas si hubiera un consumo mundial suficiente.

En la actualidad la diabetes es uno de los problemas de salud mas desafiantes a
nivel mundial cuyas complicaciones conlleva a la muerte. Entre otros usos
etnobotanicos representativos de esta planta tenemos la raiz como antiséptico para
curar heridas, la decoccién de las hojas ha sido utilizada en el tratamiento ancestral
de diabetes mellitus, la fruta y la corteza por via oral para tratar anemias,
hemorragias, enfermedades hepaticas, resfriados y tos (J. Cambar Pablo, 2014).
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A causa de la hidrdlisis del almidon se da un incremento de los niveles de glucosa
provocando hiperglicemia la cual actua sobre las enzimas a-amilasa y a-
glucosidasa. La inhibicion de estas enzimas puede contribuir a controlar la
hiperglicemia postprandial, se presume que seria una estrategia para el control de
la diabetes. La desventaja de los inhibidores terapéuticos: acarbosa, miglitol y
voglibosa sobre a-glucosidasa tienen la propiedad de inhibir en altos porcentajes de
a-amilasa lo que ocasiona desdrdenes en el tracto digestivo como diarrea,
distension y flatulencias abdominales. Los inhibidores de origen natural se
presumen que tienen baja actividad de inhibicion de a-amilasa y probablemente una
fuerte inhibicion sobre a-glucosidasa, con la ventaja de mostrar efectos secundarios

menores en pacientes que requieran terapia efectiva para la hiperglicemia.

Lastimosamente los habitantes pasan por desapercibido las bondades que
ofrece esta planta. A pesar de que se transmite de generacién en generacion la
informacion de las propiedades de Cassia grandis L.f. se torna necesario
complementar la evaluacion de su contenido de polifenoles totales, su actividad

antioxidante y capacidad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa (Autores, 2019).



l.1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢,De qué manera incide el contenido de polifenoles totales presentes en extractos
etandlico y acuoso de corteza de Cassia grandis L.f. en la actividad antioxidante y

la capacidad inhibitoria de alfa-glucosidasa?

1.2. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La especie Cassia grandis L.f. (Cafa fistula) ha sido usada como tratamiento
para enfermedades antianémicas, hepéaticas, resfriado y tos. Es indispensable
evaluar la presencia y concentracion de polifenoles totales, actividad antioxidante y
capacidad inhibitoria de a-glucosidasa y asi darle una utilidad futura como lo detalla
el ODS (Objetivo de Desarrollo Sostenible) que trata acerca del Bienestar y Salud
con el fin de disminuir la mortalidad y las enfermedades en nifios, adultos y mujeres
embarazadas (ONU, 2013).

A pesar del olor picante y un sabor particularmente fuerte de la pulpa de cafa
fistula, se consume habitualmente como una bebida fresca para reducir el nivel de
glucosa en sangre, sin embargo, no hay informes sobre el efecto antidiabético in

Vivo 0 in vitro de la fruta ni de sus extractos (Lafourcade, 2018).

El uso de plantas medicinales para personas diabéticas ha aumentado, debido a
la necesidad de controlar los niveles de glucosa en sangre. Las poblaciones del
Caribe, y América Central informan sobre el uso cafia fistula en la diabetes
(Ezuruike y Prieto, 2014 ).

En la actualidad en el Ecuador, se consume gran variedad de productos naturales
gue provienen de plantas medicinales de uso ancestral, sin embargo, esta planta es
rechazada por la poblacion debido a su olor desagradable, a pesar de los beneficios
gue se atribuyen. Por lo tanto, es importante valorar, las propiedades, composicion
gue posee cada parte de este arbol, en especial la corteza y las aplicaciones mas

importantes como: laxante, hipoglicémica y nutritiva (Coronado, 2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/medicinal-plant
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319016418304845?via%3Dihub#b0070

El estudio sobre la capacidad antioxidante de especies vegetales es una
alternativa en la busqueda de nuevas fuentes de tratamiento de costo reducido y al
alcance de la poblacién, para disminuir el riesgo de ciertas enfermedades ya que un
namero significativo de productos obtenidos como los polifenoles totales poseen
efectos antioxidantes y pueden inhibir o retardar la oxidacién de otras moléculas y
propagacion de las reacciones en cadena de los radicales libres. En las Ultimas
décadas puede observarse como tendencia mundial, un aumento del consumo de

plantas medicinales para tratamiento de ciertas enfermedades (Moreno, 2014).

Los antioxidantes pueden neutralizar el exceso de radicales libres durante la
actividad oxidativa, propia del organismo. La produccion de radicales libres, un
evento natural, es regulado por diferentes rutas metabdlicas, porque representan la
primera linea de defensa de los seres vivos. Un radical libre es aquella figura
guimica que tiene en su estructura uno o0 mas electrones no apareados, los
alimentos vegetales aportan diferentes elementos antioxidantes que junto a otros
fotoquimicos han demostrado reducir el desarrollo de determinadas enfermedades
degenerativas (Moreno, 2014).

“‘Uno de los metabolitos presentes en todas las especies vegetales, son los
polifenoles que consisten en metabolitos secundarios que tienen acciones

farmacoldgicas, como ser la de tener propiedades antioxidantes”(Coronado, 2015).

Las a-glucosidasas son enzimas que tienen como funcion degradar los
carbohidratos en las microvellosidades del epitelio del intestino delgado, tomando
como principal objetivo facilitar su absorcion. Los polisacaridos, oligosacéridos y
disacaridos son hidrolizados y a la vez transformados en monosacaridos; el
hidrolisis es producida por las a-glucosidasas como son: maltasa, glucoamilasa,
dextrinasa y sacarasa. Los responsables conocidos de la inhibicion de las a-
glucosidasas, son los flavonoides (isoflavonas, flavonoles, antocianidinas)(Aguilera,
M., Reza, M., Chew, R., & Meza, V., 2011).



El medicamento de referencia para evaluar la inhibicién de a-glucosidasa es la
Acarbosa y Miglitol, ambas sustancias reducen la formacion de monosacaridos y
disponibilidad de glucosa y hexosas que consecuente son absorbidas en el intestino
y asi producen la disminucién de los niveles postprandiales de glucosa en la sangre
e insulina. El uso clinico de la Acarbosa es limitado, ya que posee multiples efectos
adversos después de su administracion como son: provocar trastornos
gastrointestinales, ademas de costo elevado y la falta de evidencia en cuanto a la
prevencion de la diabetes. Por esta razén se considera prudente no recomendar la
Acarbosa o el Miglitol para personas con prediabetes(Van de Laar, F., Lucassen,
P., Akkermans, R., Van de Lisdonk, E., Rutten, G & Van Weel, C. , 2005).

Por lo anterior antes expuesto, el presente trabajo de investigacion busca evaluar
la concentracién de polifenoles totales, actividad antioxidante y la capacidad

inhibitoria de alfa-glucosidasa en extracto etandlico de corteza de Cassia grandis L.f

1.3. HIPOTESIS

El contenido de polifenoles totales obtenido mediante el método Folin — Ciocalteu
en extractos etandlico y acuoso de la corteza de Cassia grandis L.f. que crece en
zonas litorales de Ecuador esta relacionada con su actividad antioxidante y la

actividad inhibitoria de a-glucosidasa.



[.4. OBJETIVOS

[.4.1. OBJETIVO GENERAL:

e Evaluar polifenoles totales, actividad antioxidante y a-glucosidasa en la
corteza de Cassia grandis L.f.

.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar el contenido de polifenoles totales por el método Folin-Ciocalteu.

2. Determinar la actividad antioxidante por el método DPPH
(Espectrofotometria).

3. Evaluar el porcentaje de inhibicidon de la enzima a-glucosidasa.



1.5 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla i. Operacionalizacion de las variables

Tipo Variable Conceptualizacion Instrumento Unidad de
medida
Independiente  Polifenoles Los compuestos fendlicos son Folin-Ciocalteu Porcentaje
Totales metabolitos secundarios de las
plantas, con diversas funciones
fisioldgicas. Variadas estructuras
guimicas caracterizan a este grupo de
moléculas(Valencia, 2016).
Actividag ~ Molécula capaz de prevenir o retardar e picil Concentracion
antioxidante la oxidacion (pérdida de uno o0 mas Hidrazilo
electrones) de otras
moléculas(Coronado, 2015)
Dependiente Alfa- i isacaridos intesti
p glucosidasa Son enzimas disacaridos intestinales

cuya funcién es dividir los hidratos de Espect(ofotometr
carbono del tipo alfa disacaridos Ico
(sacarosa) para permitir la absorcion
de monosacéaridos, como la glucosa.
(Valverde, 2015)

Porcentaje de
inhibicion

Elaborado por: Autoras (2019)



CAPITULO II: MARCO TEORICO

II.1. ANTECEDENTES

Las Fabaceae incluyendo Caesalpiniaceae y Mimosaceae son la cuarta familia
mas diversa en la flora ecuatoriana con 541 especies nativas de las cuales 56 son
endémicas. El nivel de endemismo 10%, es relativamente bajo en comparacién con
otras familias grandes como Rubiaceae y Melastomataceo. El grupo fue tratado
como tres familias diferentes: Fabaceae sensu stricto con 266 especies de las
cuales 32 son endémicas; Mimosaceae con 178 especies, 14 son endémicas; y

Caesalpiniaceae con 97 especies, 10 son endémicas (Céaceres A.., 1996).

Entre las especies endémicas de Fabaceae existen diferentes patrones de
distribucion y abundancia. En algunos casos particularmente de arboles de los
bosques humedos de la Amazonia y de la Costa, las especies endémicas son
relativamente abundantes con numerosas poblaciones(Aguilera, M., Reza, M.,
Chew, R., & Meza, V., 2011).

Actualmente existen estudios que validan el potencial medicinal de esta especie,
debido a su composicion fitoquimica, su capacidad antioxidante y su alta
biodisponibilidad(Romero, 2018)

Afirman que la semilla de la fruta se puede utilizar como un potencial antidiabético
debido a su efecto inhibitorio de la Tripsina. La pulpa de la fruta in vivo mostré una
reduccion en los niveles de glucosa en sangre y su potencial anti-anémico por su

alto contenido de Hierro (Lafourcade, 2018).
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[1.2 POLIFENOLES
[1.2.1. Definicion

Los polifenoles son antioxidantes activos y abundantes, principalmente en tejidos
vegetales. Estos antioxidantes corresponden a un conjunto heterogéneo de
moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos

bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas (Rodriguez J, 2017).

o
Benzoquinonas
CH2 o

Fenilpropenos Naftoquinonas

[v]

Acidos Fendlicos
o
Fenoles Simples Xantonas

llustracidn i. Principales estructuras quimicas de los polifenoles.

Fuente:(Lizarraga, Hernandez, Gonzalez, & Heredia, 2012)

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas, cada uno
con diversas funciones fisiol6gicas variadas diferentes estructuras quimicas propias
gue caracterizan a este grupo de moléculas y a su amplia distribucién, asi como su
capacidad de captar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que son asociadas

con el padecimiento de enfermedades que perfila a los extractos naturales ricos en
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compuestos fenélicos como ingredientes para diferentes afectaciones, también, por
sus beneficios contra la oxidacion celular que han sido utilizados para el desarrollo
de nuevos productos en la industria farmacéutica de alimentos y cosméticos

(Valencia, E., Ignacio, I., Sosa, E., Bartolomé, M., Martinez, H., & Garcia, M, 2016).

Los polifenoles son compuestos bio-sintetizados por las plantas (sus hojas,
flores, tallos, raices, semillas y otras partes). Todos los polifenoles exhiben
propiedades antioxidantes, la mayor parte de la actividad antioxidante que exhiben
las frutas, las verduras y ciertas infusiones y bebidas naturales habitualmente

consumidas por la poblacion (Moreno, 2014).

En la naturaleza existe una gran cantidad de compuestos que presentan uno o
varios anillos en sus estructuras que son caracteristicos de cada especie, es decir
gue son sintetizadas producto de su metabolismo secundario con la funcion de
participar en diferentes funciones fisiolégicas vegetales como estrés oxidativo,

funciones de defensa y otros estimulos(Moreno, 2014)
[1.2.2. Origen, estructura y distribucién

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos.
Estos compuestos podemos denominarlos polifenoles, se originan principalmente
en las plantas que los sintetizan en gran cantidad como producto de su metabolismo
secundario, algunos son indispensables para las funciones fisioldgicas vegetales,
otros participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y diversos
estimulos. Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en
funcioén del nimero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos estructurales

gue presentan estos anillos (Grandos,A, 2010).

Los principales grupos de polifenoles son: &cidos fendlicos (derivados del acido
hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico, estilbenos, lignanos, alcoholes
fendlicos y flavonoides). La biosintesis de los polifenoles como producto del
metabolismo secundario de las plantas tiene lugar a través de dos importantes rutas
primarias: la del acido siquimico y la de los poliacetatos. La del acido siquimico

proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina o tirosina), y la
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sintesis de los &cidos cinamicos y sus derivados (fenoles sencillos, &cidos fendlicos,
cumarinas, lignanos y derivados del fenilpropano). La de los poliacetatos

proporciona las quinonas y las xantonas(Grandos,A, 2010).

Se inicia en los plastos por condensacion de dos productos tipicamente
fotosintéticos, la eritrosa-4-fostato procedente de la via de las pentosas fosfato y el
fosfoenolpiruvato originario de la glucdlisis. Tras diversas modificaciones se obtiene
el &cido siquimico, del que derivan directamente algunos fenoles. La via del acido
siquimico puede continuar con la adhesiéon de una segunda molécula de
fosfoenolpiruvato, dando lugar a la fenilalanina un aminoacido esencial propio del
metabolismo primario de las plantas. La fenilalanina entra a formar parte del
metabolismo secundario por accion de la enzima fenilalanina amonioliasa, que
cataliza la eliminacion de un grupo amonio transforméandola fenilalanina en el acido
trans-cinamico. Posteriormente, el &cido trans-cinamico se transforma en é&cido r-
cumarico por incorporacion de un grupo hidroxilo a nivel del anillo aromatico. La
accion de una Coenzima A (CoA), la CoA-ligasa, transforma el acido p-cumarico en
p-cumaroilCoA, que es el precursor activo de la mayoria de los fenoles de origen
vegetal. La ruta de los poliacetatos comienza a partir de una molécula inicial de
acetilCoAy a través de una serie de condensaciones se originan los poliacetatos.
Por reduccion de los poliacetatos se forman los acidos grasos, y por ciclacion
posterior se forman una gran variedad de compuestos aromaticos, como las
quinonas y otros metabolitos que se generan a través de rutas mixtas, estas rutas
combinan precursores tanto de la via del &acido siquimico como de la de los
poliacetatos. Este es el caso de un importante grupo de moléculas biolégicamente
activas, denominadas genéricamente flavonoides. En la ilustracion 2 se resume la

ruta de biosintesis de los polifenoles (Grandos,A, 2010).
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Eritrosa-d-fosfato fosfoenclpiruvato
{via pentosas fosfato)
Ruta del acide
siquimica

Acido gallco ‘
fenilalanina
Ruta de los
poliacetatos
Taninos hidrolizables

Arido

Trans-cinamico

Fenaoles simples ‘

pcurmnaroil Coa

Malonil Coh

Polifenoles

Flavonoides

llustracién ii. Ruta de biosintesis de los polifenoles.

Fuente:(Grandos,A, 2010).

[1.2.3. PROPIEDADES DE LOS POLI FENOLES

Los polifenoles protegen a las células ante el dafio oxidativo tratando de disminuir
los riesgos que estan asociados al estrés oxidativo como las enfermedades
degenerativas que son causadas por el oxigeno en su forma radical, una clase de
estos metabolitos son los flavonoides los cuales son importantes compuestos

fendlicos que se sintetizan en cantidades esenciales por las plantas a los cuales se
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le atribuyen varias actividades bioldgicas beneficiosas para el interés humano
(Grandos,A, 2010).

11.2.4. CLASIFICACION

Los compuestos fendlicos también llamados polifenoles comprenden una amplia
variedad de moléculas desde compuestos altamente polimerizados hasta moléculas
simples con un solo anillo fendlico en su estructura, tenemos como ejemplo los
alcoholes y acidos fendlicos. Se han descrito mas de 8000 polifenoles distintos que
pueden clasificarse en diferentes grupos segun el nimero de anillos fenélicos que
contienen y el tipo de sustituyente unido a estos anillos. Las principales clases de
polifenoles por ser los mas ampliamente distribuidos en los alimentos son:

flavonoides, acidos y alcoholes fendlicos, estilbenos y lignanos(Grandos,A, 2010).

Los polifenoles se clasifican segun los siguientes criterios: solubilidad y estructura
guimica, siendo las mas comunes para dividir los grupos de los compuestos

fenolicos.
[1.2.5. Por su grado de solubilidad:

Como forma general los Compuestos Fendlicos se los dividieron en dos grandes
grupos: Flavonoides (F) y no Flavonoides. En el grupo de los F, se encuentran los
Flavonoles (FN), flavonas (FAS), Flavanol, Isoflavonas (IF), Flavanonas (FNA),
Dihidroflavonoles (DHF), Antocianinas y Chalconas, mientras que en el grupo de no
Flavonoides estan los Acidos Hidroxibenzoicos, Acidos Hidroxicinamicos,
polifenoles volatiles, Estilbenos y compuestos diversos (lignanos y cumarinas) los
compuestos solubles en agua son los Acidos Fendlicos, Fenilpropanoides,
Flavonoides y Quinonas. Por otro lado, se encuentran los compuestos insolubles en
agua, tales como los Taninos condensados, Ligninas y Acidos Hidroxicinamicos, los
cuales estan unidos a la pared celular de las células vegetales(Valencia, E., Ignacio,
l., Sosa, E., Bartolomé, M., Martinez, H., & Garcia, M, 2016).
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[1.2.6. Por su estructura quimica:

Los polifenoles también se clasifican acorde al numero de anillos fendlicos y los
elementos estructurales unidos a las unidades basicas, siendo los principales
grupos de compuestos Fendlicos, los Flavonoides, Acidos Fendlicos, Taninos
hidrolizables, Taninos condensados, Estilbenos y Lignanos, es decir que
constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios mas abundantes de las
especies vegetales (Valencia, E., Ignacio, |., Sosa, E., Bartolomé, M., Martinez, H.,
& Garcia, M, 2016).

Tabla ii. Estructura de polifenoles mas comunes

ESTRUCTURA CLASE FENOLICA

Cc6 Fendlicos simples

C6-C1l Acidos fendlicos y compuestos relacionados.

cC6-C2 Acetofenonas y Acidos Fenilacéticos.

cC6-C3 Acidos cindmicos, aldehidos / alcoholes
cinamilos

cC6-C3 Cumarinas, Isocumarinas, Cromonas.

C6-C1-C6 Benzofenonas, xantonas

cC6-C2-C6 Estilbenos

C6-C3-C6 Chalcones, Aurones, Dihidrochalcones

C6-C3-C6 Flavones

C6-C3-C6 Flavonoles

C6-C3-C6 Isoflavonoides

C6-C3-C6 Antocianinas

C6-C3-C6 Biflavonoides

(C6-C3-C6)2 Benzoquinonas, Naftaquinonas y
Antraquinonas

Cc 18 Betacianinas

Lignanos, neolignanos Dimeros u oligdmeros

Lignina Polimeros

Fuente: (Zhang, B., Cai, J., Chang-Qing, D., Reeves, M. j., & He, F, 2015)

[1.3. FLAVONOIDES

Los Flavonoides, cuya estructura (Difenilpropano, C6-C3-C6), comprende dos
anillos aromaticos que se encuentran unidos entre si por un heterociclo formado por
tres atomos de carbono y uno de oxigeno para los cuales se han descrito mas de

cinco mil compuestos en el reino vegetal. Los Flavonoides se subdividen en los
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siguientes seis grupos de compuestos: Antocianinas, Flavonoles, Flavanonas,

Flavonas e Isoflavonas(Duarte, J., & Vizcaino, F, 2015).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto coman Difenilpirano (C6 -C3 -C6), compuesto por dos anillos fenilo
ligados a través de un anillo de pirano heterociclico. Los atomos de carbono
individuales de los anillos se numeran mediante un sistema que utiliza nUmeros

ordinarios y numeros primos para el anillo (Duarte, J., & Vizcaino, F, 2015).

De los tres anillos, uno se biosintetiza a través de la ruta de los poliacetatos, y el
anillo siguiente procedende la ruta del acido siquimico. Todos los Flavonoides son
estructuras hidroxiladas en sus anillos aromaticos y son por lo tanto estructuras
polifendlicas. Los Flavonoides se encuentran mayoritariamente como glucésidos,
pero también pueden aparecer en forma libre llamados Agliconas Flavonoides se
pueden presentar como sulfatos, dimeros o polimeros. Los glucésidos se pueden
encontrar de dos formas: como O-glucésidos con los carbohidratos ligados a través
de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal), o como C-glucésidos con los
carbohidratos ligados a través de enlaces carbono-carbono (Duarte, J., & Vizcaino,
F, 2015).

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, estos
metabolitos muestran una amplia gama de actividades biologicas cardiovasculares,
por lo tanto, los efectos beneficiosos de las dietas ricas en frutas y verduras en la
salud cardiovascular han sido a menudo atribuidos a los Flavonoides en general y

mas especificamente a los Flavonoles(Duarte, J., & Vizcaino, F, 2015).
Il.4. FLAVONOLES

Se caracterizan por poseer un grupo cetonas en el carbono C4 y una insaturacion
entre los carbonos C2 y C3, poseen ademas un grupo hidroxilo adicional en el
carbono C3, representan el grupo mas ubicuo de polifenoles presente en los
alimentos. La Quercetina es el compuesto mas representativo. Las principales
fuentes de flavonolesson las verduras y las frutas, el té y el vino son también
alimentos ricos en flavonoles. La biosintesis de flavonoles es un proceso

fotosintético, por ello estos compuestos se localizan principalmente en el tejido
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externo y aéreo de la planta. La distribucion y la concentracién de los flavonoles
puede ser distinta incluso en frutas procedentes de la misma planta; esto se debe a
gue la localizacién de los frutos condiciona la exposicion al sol(Duarte, J., &
Vizcaino, F, 2015).

[1.4.1. FLAVONAS

Poseen un grupo cetona en el carbono C4 y una insaturacion entre los carbonos
C2 y C3. Son los flavonoides menos abundantes en los alimentos: perejil y apio
representan la Unica fuente comestible de flavonas. La piel de las frutas también
posee grandes cantidades de Flavonas Polimetoxiladas(Duarte, J., & Vizcaino, F,
2015).

11.4.2. FLAVANONAS

Son analogos de las flavonas con el anillo C saturado, se glucosilan
principalmente por la union de un disacarido en el carbono C7, constituyen un grupo
minoritario en los alimentos. Las Flavanonas aparecen a altas concentraciones en
citricos y en tomates y también se encuentran en ciertas plantas aromaticas como
la menta, se localizan mayoritariamente en las partes sélidas de la fruta, en
particular en el albedo (membranas que separan los segmentos de las frutas)
(Duarte, J., & Vizcaino, F, 2015).

[1.4.3. ISOFLAVONAS

Poseen un anillo bencénico lateral en posicién C3, su estructura recuerda a la de
los estrogenos. Las isoflavonas poseen grupos hidroxilos en los carbonos C7 y C4,
al igual que sucede en la estructura molecular de la hormona estriol (uno de los tres
estrégenos mayoritarios junto al estradiol y la estrona). En realidad, las Isoflavonas
se pueden unir a receptores de estrogenos y por ello se clasifican como Fito-
estrogenos. Se pueden presentar como Agliconas, 0 a menudo conjugadas con
glucosa, pero son termo sensible y pueden hidrolizarse durante su procesamiento
industrial y durante su conservacion. Se presentan casi exclusivamente en plantas

leguminosas, siendo la soja y sus derivados la principal fuente de isoflavonas.
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I1.5. METODO PARA LA DETERMINACION DE POLIFENOLES TOTALES

El ensayo Folin-Ciocalteu ha sido utilizado durante muchos afios como una
medida del contenido de compuestos fendlicos totales en productos naturales. El
mecanismo basico del método es una reaccién redox por lo que puede considerarse
como otro método de medida de la actividad antioxidante total. El método que se
utiliza actualmente es una modificacion efectuada por Singleton y Rossi de uno
empleado para la determinacion de tirosina, el cual se basaba en la oxidaciéon de
los fenoles por un reactivo de Molibdeno y Wolframio (Tungsteno). La mejora
introducida por Singleton y Rossi fue el uso de un Heteropolianion fosférico de
Molibdeno y Wolframio que oxida los fenoles con mayor especificidad. Aparicion de
una coloracién azul que presenta un maximo de absorcion a 765 nm y que se
cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de acido galico. Se
trata de un método simple, preciso y sensible pero que sin embargo sufre
numerosas variaciones cuando es aplicado por diferentes grupos de investigacion,
fundamentalmente relacionado a los volimenes empleados de muestra,
concentraciones de reactivos, tiempos y temperaturas de incubacion(Rodriguez J,
2017).

[1.5.1. Folin-Ciocalteu

Los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau, a pH
basico dando lugar a una coloracibn azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de
Wolframato sédico y Molibdato sodico en acido fosférico y reacciona con los
compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido Fosfomolibdotingstico
(formado por las dos sales en el medio acido), de color amarillo, al ser reducido por
los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad
es la que se mide para evaluar el contenido en polifenoles (Garcia, E., Fernandez,
l., & Fuentes, A, 2015).

También se pueden producir variaciones en el modo de expresar los resultados,
sin embargo, el patron recomendado es el acido galico, este ensayo de andlisis de
los polifenoles totales se utiliza con frecuencia en el estudio de las propiedades
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antioxidantes de alimentos vegetales como zumos de frutas, al tratarse de un
parametro que generalmente muestra una estrecha correlacion con los diferentes
métodos de medicién de la actividad antioxidante(Garcia, E., Fernandez, I., &
Fuentes, A, 2015).

11.6. RADICALES LIBRES

Son moléculas o fragmentos de moléculas caracterizadas por tener uno o mas
electrones desapareados en su orbital externo, condicidon que los torna altamente
reactivos. En el ser humano se generan radicales libres en la cadena respiratoria
mitocondrial cuando reacciona el perdxido de hidrégeno con el ion ferroso, por
accion catalitica de la ciclooxigenasa, la reaccion de vitamina C con el idn ferroso,
por accibn de la Nicotinamida-adenina-dinucleotido-fosfato  (NADPH)

reductasa(Guija, E., Inocente, M., Ponce, J., & Zarzosa, E, 2015).

En la naturaleza los radicales libres son compuestos generalmente oxigenados y
se denominan especies reactivas de oxigeno (ERO), estas son abundantes en los
sistemas vivos, una explicacién razonable sobre la presencia de esta clase de
reacciones quimicas surge de los estudios sobre el origen y evolucion de la vida.
debido a que los organismos se desarrollan en presencia de oxigeno, estan
expuestos a la generacién de ERO, éstos son responsables del dafio oxidativo de
macromoléculas biolégicas como el ADN lipidos, carbohidratos y proteinas
participando en mecanismos fisiopatoldgicos de muchas enfermedades, como
algunos tipos de cancer, diabetes, patologias cardiovasculares, procesos
reumaticos, patologias gastrointestinales o procesos neurodegenerativos, también
estan implicados en procesos fisioldogicos como el envejecimiento, el dafio causado
por el ejercicio fisico agotador, existen también radicales libres nitrogenados o
especies reactivas de nitrégeno (Guija, E., Inocente, M., Ponce, J., & Zarzosa, E,
2015).

[1.6.1. Propiedades de los radicales libres

Un radical puede reaccionar con otro radical y no se vera afectado por su
ambiente molecular; es decir, no le afecta el cambio de polaridad de los disolventes,

no se solvatan (no se rodean de moléculas de disolvente cuando estan en solucién),
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por lo que son entidades puntuales (mas pequefias), no reacciona con hidrogenos,
lo que significa que en las reacciones via radicales libres no son necesarias
protecciones de grupos funcionales, una consecuencia directa de la neutralidad de
los radicales es que su estabilidad no se ve afectada por la electronegatividad de
los grupos funcionales adyacentes al centro radical, con un grupo electroatractor
adyacente puede ser tan estable como aquel que posee un grupo electrodonador

como vecino(Guija, E., Inocente, M., Ponce, J., & Zarzosa, E, 2015).
[1.6.2. Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa (por ejemplo, la peroxidacion lipidica), de tal manera que un
antioxidante actua principalmente, debido a su capacidad para reaccionar con
radicales libres recibe el nombre de antioxidante terminador de cadena(Londoiio, J,
2012).

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retrasan la oxidacion de otras
moléculas, los antioxidantes naturales constituyen un amplio grupo que incluye
principalmente compuestos polifendlicos y vitaminas. En la actualidad, numerosas
enfermedades se asocian con la formacién de oxigeno reactivo y la induccién de
peroxidacion lipidica. Las especies de oxigeno reactivo constituyen un mecanismo
de injuria tisular y son relevantes en procesos de inflamacion y envejecimiento, en
trastornos cardiovasculares y neurodegenerativos, esto ha conducido a una intensa
investigacion del uso de los antioxidantes presentes en los alimentos, asi como de
los procedentes de otras fuentes para la prevencion de este tipo de enfermedades,
por otra parte el interés de los antioxidantes no solo reside en su utilidad como
farmacos, sino también en su uso como aditivos industriales, fundamentalmente se
utilizan como conservantes de alimentos, plasticos, caucho, cosméticos, aceites y

grasas industriales(Londofio, J, 2012).

Cuando la defensa antioxidante es insuficiente para proteger el organismo del
efecto dafino de los radicales libres pueden conducir al estrés oxidativo, condicion

que esta estrechamente vinculado a una gran diversidad de patologias como la
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psoriasis, cancer, diabetes mellitus, aterosclerosis, cataratas, hipertension
arterial(Londofo, J, 2012).

11.6.3. Mecanismos de accion de la actividad antioxidante

En la pérdida de hidrogeno el radical libre interactia con otra molécula que sirve
como una donadora de hidrégeno, como resultado, el radical libre se une a un &tomo
de hidrogeno y se hace mas estable, mientras que la donante del hidrogeno se
convierte en un radical libre. El radical libre se une a una molécula mas estable, lo
gue convierte a la molécula receptora en un radical libre, dos radicales libres
reaccionan entre si para formar un compuesto mas estable y la desproporcion
consiste en que dos radicales libres idénticos reaccionan entre ellos mismos: uno
actia como donador y el otro como receptor de electrones, de esta manera se

forman dos moléculas més estables(Londofio, J, 2012).
11.7. METODOS PARA LA DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los métodos mas aplicados son ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) y DPPH (DifenilPicrilHidrazilo), ambos presentan una gran estabilidad en
ciertas condiciones, aunque también muestran diferencias, el DPPH es un radical
libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion previa, mientras que el
ABTS tiene que ser generado tras una reaccion que puede ser quimica (diéxido de
manganeso, persulfato potasio, ABAP), enzimatica (peroxidasa, mioglobulina), o
también electroquimica. Con el ABTS se puede medir la actividad de compuestos
de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede disolverse en
medio orgénico, y el DMPD (N, N-dimetil-p-fenilendiamina) solo en medio acuoso.
El radical ABTS tiene, ademas, la ventaja de que su espectro presenta maximos de
absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico, mientras que el DPPH

presenta un pico de absorbancia a 515 nm, y el DMPD a 505 nm(Londofio, J, 2012).
11.7.1. Método DPPH (Difenil Picril Hidrazilo)

El método de eliminacion de radicales libres de a-difenil-B-picril hidrazilo (DPPH)
ofrece el primer enfoque para evaluar el potencial antioxidante de un compuesto, un

extracto u otras fuentes biologicas, este es el método mas simple en el que el
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compuesto 0 extracto prospectivo se mezcla con una solucion de DPPH y la

absorbancia se registra después de un periodo definido(Molyneux, P, 2004).

El fundamento de esta técnica consiste en la mediciéon a 517 nm de la variacion
de absorbancia debida a la reduccion del radical libre estable 1,1- difenil-2-picril
hidrazilo (DPPH). El radical DPPH es un radical libre estable a causa de la
deslocalizacion de un electron desapareado en la molécula y por esta razon dicha
molécula no se dimeriza, esta deslocalizacién da a la molécula un color violeta
intenso. La absorbancia caracteristica de este radical que posee un color violeta
intenso, disminuye con la presencia de un antioxidante u otro radical(Molyneux, P,
2004).

Es posible cuantificar la capacidad captadora de radicales libres que poseen
determinados compuestos mediante la determinacion del grado de decoloracién
gue producen a una solucién metanélica de DPPH. La molécula 1,1-difenil-2-picril
hidrazilo (DPPH) se caracteriza porque esta no dimeriza, como en la mayoria de
casos de radicales libres. La deslocalizacion da lugar al color violeta oscuro,
caracterizado por poseer una banda de absorcion en solucion alcohdlica
aproximada a 520 nm, cuando una solucion de DPPH se mezcla con una sustancia
gue pueda donar un atomo de hidrégeno, da lugar a la forma reducida acompafiado
de la pérdida del color violeta y la aparicion de un color amarillo palido debido a la

presencia del grupo picrilo(Molyneux, P, 2004).

El IC50 se calcula como una reduccion del 50% en la absorbancia ocasionada
por la muestra en comparacion con el blanco es decir la capacidad que tiene la
muestra para inhibir el 50% de los radicales libres de la solucion DPPH(Molyneux,
P, 2004).

11.8. CANA FISTULA O CARAO

Cassia grandis L.f. o cafa fistula es un &rbol conocido en otros paises como
carao, ducha rosa o cafladonga, se le atribuyen propiedades anti anémicas, mide
hasta 30 metros de alto con extensas ramas, nativo de Centro Ameérica, Caribe y

norte de Sudameérica, encontrandose en terrenos abiertos, bordes de caminos y
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pastizales. Su habitat se ubica en sitios muy himedos, generalmente cerca de rios
y arroyos(Col., Witsberg, 1982).

La pulpa de la fruta es de sabor dulce, pero de un olor fuerte y se le atribuyen
propiedades laxativas y estimulantes, las hojas y flores se han usado en remedios

caseros, de sus raices se puede extraer un liquido antiséptico(Col., Witsberg, 1982).

Al fruto de cafa fistula desde la antigliedad se le reconoce como suplemento
alimenticio para las personas que padecen de anemia; de este fruto ya se extraen
ciertas formas farmacéuticas para suplir esta deficiencia. Un estudio de 3 afios
confirmd la eficacia del carao contra la anemia. La hemoglobina fue aumentada

hasta 130% en tres semanas(Parra, Col. y, 2000).
[1.8.1. Usos etnobotanicos

La decoccion de las hojas, la fruta y la corteza se usa por via oral para tratar
anemias, hemorragias nasales, enfermedades hepaticas, infecciones del tracto
urinario, resfriados y tos, ungiiento de hojas aplicado tépicamente se usa para tratar

afecciones dermato-mucosas: herpes, llagas, tifia y vitiligo(Morton, 1977).

(Nelson CH., 2014)Expresa que: Los extractos de raiz, se obtiene un antiséptico
liquido que se usa para curar heridas. Ademas, la corteza se usa para curar. A las
hojas y frutos se les atribuyen efectos antianémicos, antifingicos, antisépticos,
astringentes, depurativos, diuréticos, estimulantes, expectorantes, laxantes,

mineralizantes, pectorales, purgantes, sedantes y tonicos.

El jugo de las hojas se usa para combatir la tifia. La decoccion de las hojas se
usa como laxante y para lumbago. Las preparaciones de raices se atribuyen efectos
febrifugos, laxantes y ténicos. Se cree que la corteza del tronco y las ramas grandes
tiene propiedades antirreumaticas y se usa para tratar afecciones de la piel. En

Filipinas, las hojas se usan para infecciones fungicas de la piel (Caceres A.., 1996).
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11.8.2. TAXONOMIA

Tablaiii. Taxonomia de Cassia grandis L.f

Nombre cientifico Cassia grandis L.f

Género Cassia L.

Familia FabaceaeLindl

Orden FabalesBromhead

Superorden RosanaeTakht

Subclase MagnoliidaeNovak ex. Takht

Clase Equisetiopsida C. Agardh

Nombres comunes Cafia fistula, ducha rosa, cafiadonga,
carao

Fuente:(Pino JA. , 2010)

11.8.3. CARACTERES BOTANICOS

La cafa fistula es un arbol que crece de 15 a 30 m de altura, con una anchura de
45 a 100 cm con un eje cilindrico que se ramifica desde el centro, corona redonda
con unos 8 m de didmetro, su corteza es lisa, de color gris marrén, 30 mm de
espesor, las hojas estan compuestas y alternas con 15 a 20 pares de foliolos
opuestos, de 2 a5 cmde largoy 1 a 1,5 cm de ancho, base redondeada y verde,
las inflorescencias tienen 15 flores, de color rosa intenso, las semillas miden de 2 a
4 cm de largo y de 1,5 a 2,5 cm de ancho y la vaina que contiene puede alcanzar
hasta 75 cm de longitud(Ramos, 2014).

Los frutos de cafia fistula conocidos como sandales probablemente son la
caracteristica mas notable del arbol, al igual que todos los arboles de la gran familia
de las Leguminosas, los frutos del carao son legumbres, que en este caso alcanzan
hasta los 50 cm de largo y hasta mas de 4 cm de grosor. Los sandales son de
cascara gruesa y dura, de color verde claro cuando estan tiernos, al madurarse se
vuelven negros, pueden permanecer en la copa del arbol hasta un afio, es muy
comun que en la copa de los arboles los nuevos frutos se mezclen con los del afio
anterior. Los frutos no se abren, sino que al madurar caen, internamente el fruto
esta dividido en una gran cantidad de celdas circulares separadas por una pared
lefiosa. En el interior de cada celda se encuentra una semilla dentro de un liquido

espeso de color café, de olor muy penetrante y sabor(Ramos, 2014).
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11.8.4. Floracién

Las inflorescencias son racimos terminales y axilares de flores rosadas a lo largo

de toda la rama. Tienen un aroma dulce. Florece de febrero a marzo. Presenta

vainas de seccion ovalada, de cascara dura con unos 60-70 cm de largo y 3-4 de

grueso, presentan una costilla prominente en la sutura dorsal y 2 en la ventral, de

color verde claro cuando estan tiernas y negras al madurar. Internamente, el fruto

esta dividido en una gran cantidad de celdas planas separadas por una pared

lefiosa. En el interior de cada celda se encuentra una semilla inmersa en una masa

negra y melosa de color café oscuro, de olor muy penetrante y sabor muy particular,

agradable a algunas personas y desagradable para otras. Las semillas miden poco

mas de 1 centimetro de largo, tienen forma de almendras y su cubierta o cascara

es muy dura, lisa y de color café rojizo(Ramos, 2014).

Tabla iv. Descripcion Botanica

Familia Fabaceae

Nombre cientifico Cassia grandis

Autor L.f.

Etimologia Cassia, nombre genérico que proviene del

Nombre comun

Origen

Continente
Distribucion geogréfica
Altura méxima (m)
Diametro (cm)
Amplitud de copa
Atributos foliares

Persistencia hoja
Atributos florales

Estaciéon de floracién
Sistema de polinizacion
Limitaciones flores

griego antiguo kassia, nombre de la planta
lauracea Cinnamomum Cassia, en los antiguos,
y pasado a Leguminosas por Caesalpinio
Cafa fistula

Nativa

Centro América, Sur América

América tropical

20

70

Amplia (mayor que 14 m)

Miden entre 20-30 cm de largo, foliolos 12-20
pares, de borde entero, glabros por la haz y
pubescentes por el envés

Caducifolia

Con forma de copa, miden cerca de 1,2 cm de
largo y con 5 pétalos ovados.

Epoca seca

Insectos

Carnosas: al caer, afecta la movilidad de
peatones, Masivas: al caer, afecta la movilidad
de peatones y vehiculos
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Limitaciones frutos en espacios
publicos

Atraccion fauna

Tasa de crecimiento
Longevidad

Zonas de humedad

Tipo de suelo

Uso

Funcién

Pesados

Alta

Réapida

Media (36 - 60 afos)

Seca, Humeda

Soporta suelos infértiles

La madera se utiliza para postes, cercas y
ebanisteria

Alimento para la fauna, Fruto comestible,
Ornamental, Sombrio

Fuente: (Lafourcade Prada A, 2014)

11.8.5. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Cassia grandis L.f.se distribuye desde México hasta el norte de Suramérica. En

Colombia se ha reportado en los departamentos de Antioquia, Atlantico, Bolivar,

aungue no es una especie endémica del Ecuador, la cafa fistula crece en zonas de

la Costa, como Guayaquil, Duran, Yaguachi, Milagro Babahoyo, Jujan, Churute y

Zapotal, donde existen unos doscientos arboles que crecen en los bosques

tropicales secos y humedos.

Fuente: Google maps

llustracién iii. Ubicacién geogréfica
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11.8.6. COMPOSICION QUIMICA

Los estudios de caracterizacion quimica demuestran la presencia de esteroides,
terpenos, aceites esenciales, azlcares reductores, aminoécidos, aminas,
saponinas, glicésidos y polisacaridos. También posee minerales tales como potasio,
magnesio, cobalto, hierro y niquel (Meena MK, Pal SC, Jain AK, Jain CP, Ashawat
MS, Gaur K., 2010).

Existe una gran variabilidad en la composicién de los metabolitos de los
diferentes organos de la planta, principalmente debido a las diferencias en las
condiciones en que crecen. Un examen fitoquimico realizado en las hojas mostré la
presencia de carbohidratos, alcaloides, esteroles, antraquinonas, saponinas,
flavonoides, glucosidos y taninos (Meena MK, Pal SC, Jain AK, Jain CP, Ashawat
MS, Gaur K., 2010).

Los estudios cuantitativos de caracterizacion quimica del polvo seco de la fruta
muestran la presencia de triterpenos y esteroides, aceites esenciales, azucares
reductores, aminoacidos, aminas, saponinas, polisacaridos y glucésidos. También
existe la presencia de minerales como potasio, magnesio, cobalto, hierro y
niquel(Aguila Y., 1999.).

Las antraquinonas son un tipo de metabolito extendido en el género Cassia, y se
ha informado en todos los 6rganos de las plantas. El fruto contiene 1, 3,4-trihidroxi-
6, 7,8-trimetoxi-2-metilantraquinona; 3-O-3-D-glucopiranosido. Los tallos contienen
emodin-9-anthrone; y las semillas contienen crisoptanol; 1,2,4,8, -tetrahidroxi-6-
metoxi-3-metilantraquinona; 2-O-3-D-glucopiranosido; 3-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-
metilantraquinona; 3-O-B-D-glucopiranosido y 1,3-dihidroxi-6,7,8-trimetoxi-2-
metilantraquinona-3-O-[3-D-glucopiranosido( Siddiquia IR, Singha M, Gupta D,
Singha J. , 1993).

Las hojas contienen alcaloides tales como kokusaginine (6, 7-
dimetoxifuroquinolina) y 1, 1-bipiperidina. Estos compuestos también se encuentran

en la fruta.
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De las hojas de Cassia grandis L.f., se aislaron varios compuestos C6-C3, tales
como trans-3-metoxi-4,5-metilen-dioxicinamaldehido; 2,4-dihidroxibenzaldehido; 3,
4,5-trimetoxibenzaldehido; 2, 4,6-trimetoxibenzaldehido, las hojas también
contienen barakol, kaempferol, leucoantocianidinas y saponinas. El follaje contiene
polifenoles (5,61%), taninos (3,59%), proteinas precipitables de taninos (3,64%) y
taninos hidrolizables (0,28%) (Garcia de, Medina MG, Humbria J, Dominguez C,
Baldizan A, Cova L, 2006).

La fruta contiene acido cindmico y azucares(Correa QJE, Bernal MHY., 1990).
También posee saponinas, fenoles, taninos y aminoacidos(Vizoso PA, Ramos RA,
Garcia LA, Piloto FJ, Pavon GV. i, 2000). Otros compuestos aislados de la fruta son
centaureidina, catequina, miristina, 2,4-dihidroxibenzaldehido; 3, 4,5-
trimetoxibenzaldehido; 2, 4,6-trimetoxi benzaldehido y 3-sitosterol. Los estudios de
las fracciones volatiles de este 6rgano, en especies que crecen en Cuba, muestran
gue esta es una planta grande que produce aceites con un total de 108 compuestos,
y reporta un rendimiento de 30.47 mg / kg. Un componente principal es el linalol,

con el 31,5% de los componentes volatiles(Pino JA. , 2010).

Las semillas contienen flavonoides y polisacaridos, especialmente un
galactomanano puro, el endospermo de la semilla contiene el 50% de una goma
gue se utilizé como aglutinante en el proceso de fabricacion de tabletas. Los tallos
contienen principalmente tres compuestos: acido palmitico, 3-sitosterol y emodin-9-
anthrona(Lafourcade Prada A, 2014).

11.9. GENERALIDADES DE LAS GLUCOSIDASAS

Son una clase de las enzimas hidrolasas, las cuales estan involucradas en la
catdlisis de reacciones hidroliticas de diferentes tipos de sustrato como acidos
fosféricos, esteres de acidos carboxilicos, éteres, péptidos y carbohidratos mediante
la utilizacién de agua en su proceso. Las glucosidasas son enzimas de importancias

en la industria alimentaria, quimica y farmaceéutica(Bernal Rodriguez, C , 2012).
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[1.9.1. ENZIMA a-GLUCOSIDASA

Las a-glucosidasas se encuentran en una gran variedad de seres vivos, como
animales, plantas, bacterias y hongos. Tanto las propiedades de la enzima como el
sustrato va depender de gran medida del origen donde haya sido obtenido(Van de
Laar, F., Lucassen, P., Akkermans, R., Van de Lisdonk, E., Rutten, G & Van Weel,
C., 2005).

En los seres humanos, las a-glucosidasas se encuentran presente en dos
isoformas: EC 3.2.1.3 y EC 3.2.1.20, las dos son codificadas por el gen GAA
(glucosidasealpha, acid). La funcion principal de estas isoformas es hidrolizar los
enlaces a (1,4 y 1,6) de oligosacaridos y disacaridos dejando en libertad una unidad
de a D-glucosa como producto de su accion (Aguilera, M., Reza, M., Chew, R., &
Meza, V., 2011).

La isoforma EC 3.2.1.3 se encuentra presente en la mayoria de las células del
organismo cumpliendo funciones especificas del catabolismo; por otra parte, la
isoforma EC 3.2.1.20 se presentan en las vellosidades del intestino delgado, es una
de las enzimas clave involucradas en el metabolismo y digestibn de los
carbohidratos, en la ultima etapa de la digestion en los seres humanos(Avellaneda,
l., 2013).

11.9.2. INHIBIDORES DE A-GLUCOSIDASA

La inhibicibn de a-glucosidasa reduce la hiperglucemia postprandial y la
secrecion de insulina. Se sabe que son inhibidores de a-glucosidasa porque
disminuyen el pico maximo de glucosa post-prandial. Estudios demuestran que
también hacen posible la disminucién del peso corporal(Konya H., Katsuno T.,
Tsunoda T., Yano Y., Kamitani M., miuchi M., 2013).

11.9.3. DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2)

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad endocrino-metabdlica con
un severo impacto multidimensional, desde su alarmante panorama epidemioldgico,
hasta las modificaciones en la calidad de vida de cada uno de los pacientes

afectados. La prevalencia de este trastorno ha incrementado draméaticamente, de
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108 millones de individuos a nivel mundial en el afio 1980, hasta aproximadamente
422 millones para el afio 2014, representando una prevalencia de 8,5%. También
se estima que anualmente, aproximadamente 1,5 millones de muertes son
directamente producidas por la DM2 y hasta 2,2 millones son atribuibles a alguna

forma de hiperglicemia(World Health Organization, 2016).

La Diabetes Mellitus tipo 2 se considera una de las enfermedades crénicas con
mayor impacto en la calidad de vida de la poblacion mundial y constituye un
verdadero problema de salud; pertenece al grupo de las enfermedades que
producen invalidez fisica por sus variadas complicaciones multiorganicas, con un
incremento indudable en la morbilidad y mortalidad en los Ultimos afios,
independientemente de las circunstancias sociales, culturales y econdmicas de los

paises(Bautista Rodriguez LM, Zambrano Plata GE. , 2015).

Conceptualmente se define como un sindrome heterogéneo originado por la
interaccion genético-ambiental y caracterizado por una hiperglucemia croénica, como
consecuencia de una deficiencia en la secrecion o acciéon de la insulina, que
desencadena complicaciones agudas (cetoacidosis y coma hiperosmolar), crénicas
microvasculares (retinopatias y neuropatias) y macrovasculares (cardiopatia
coronaria, enfermedades cerebrovasculares y vasculares periféricas)(Menéndez
Torre E, Lafita Tejedor J, Artola Menéndez S, Nufiez Cortes JM, Alonso Garcia A,
Puig Domingo M, 2011).

Se estima que cerca de 4 millones de muertes al afio estan relacionadas
directamente con esta afeccién (lo que equivale a una de cada 20 muertes, 8 700
muertes cada dia y 6 cada minuto) avalado por los cambios en los estilos de vida
de la poblacion, asociados al sedentarismo, la obesidad, la hipertension arterial y
otros factores de riesgo cardiovasculares. Por esas razones, ocupa la cuarta causa

de muerte en todo el universo(Pereira Despaigne OL. , 2015).
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CAPITULO Illl: MATERIALES Y METODOS
l1l.1. TIPO DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacidon es de tipo explicativo con enfoque

cuantitativo.
[11.2. DISENO DE LA INVESTIGACION

1. Certificacion de la planta.

2. Determinacion de humedad y cenizas totales por métodos oficiales de la
AOAC.

3. Determinacién de sélidos totales al extracto acuoso y etandlico.

4. Determinacion de Polifenoles Totales por el método de Folin-Ciocalteu

5. Determinacion de Actividad Antioxidante por el método de DPPH por
espectrofotometria.

6. Evaluacion de alfa-glucosidasa por espectrofotometria.
[11.3. RECOLECCION DEMUESTRA

Se recolectaron 2 kilogramos de corteza de la especie Cassia grandis L.f para
obtener una muestra representativa y de trabajar durante los meses de octubre a

noviembre del 2019.
Ubicacion: Carlos Julio Arosemena Monroy y Galo Plaza Lazo.

Cantén y Provincia: Milagro, Guayas

llustracién iv. Cassia grandis L.f
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l11.4. CRITERIOS DE INCLUSIONY EXCLUSION

Cortezas limpias
Buen estado

Libre de insectos
[11.5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
111.5.1. HUMEDAD

La humedad del tallo fresco se determiné por el método oficial de la AOAC
930.05, segun el cual la muestra se somete a desecacion en las condiciones
definidas, que varia en funcion de la naturaleza del alimento. Dicho método consiste
en la determinacién de la pérdida de peso de la muestra mediante desecaciéon de la
misma en una estufa, a una temperatura de + 60 °C, dejando secar hasta alcanzar
un peso constante. Es aconsejable proceder a una pre-desecacion ya que se trata
de alimentos sélidos que tienen un elevado contenido en humedad. Los equipos y
reactivos que se utilizaron en esta técnica fueron: balanza analitica y estufa de
secado ademas de material genérico de laboratorio (pinzas, espatulas, vidrios de

reloj, capsulas de porcelana (AOAC, 1990).

Se pesO 5 g de muestra fresca en las placas de aluminio y se puso a secar a
105°C durante una hora, para luego desecar a 65°C hasta tener un peso constante,
introduciendo la muestra en el desecador antes de proceder a su pesada. Los
resultados se expresan el porcentaje de humedad calculados segun lo indica la FAO
(AOAC, 1990).

% Humedad = [(Pi — Pf) /Pm] x 100

Pi: Peso de muestra + peso placa al inicio; Pf: Peso de muestra + peso placa tras

el secado y Pm: Peso muestra (Arancela, 2015).

[11.5.2. CENIZAS

Para la determinacion de cenizas se sigue el método 923.03 de la AOAC. Se

calcina/incinera la muestra tras su desecacion, a 550°C en la mufla y se calcula el
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residuo de incineracion por diferencia de peso. Los equipos y reactivos que se
utilizaron fueron: balanza analitica, mufla, desecador, pinzas y crisoles. Los
resultados se expresan como porcentaje de cenizas calculado segun la expresion
como lo indica la FAO (AOAC, 1990).

%Cenizas = [(Peso final — Peso inicial) /Peso muestra] x 100

11.5.3. DETERMINACION DE SOLIDOS TOTALES

Se realiz6 a partir de 2 ml de extracto homogéneo, los cuales se transfirieron a
una capsula de porcelana previamente tarada, limpia y seca. Posteriormente se
traslado a una estufa con una temperatura de 105 +/- 2°C durante 3 horas, hasta
evaporacion del disolvente y peso constante. Se retird el sistema (capsula-muestra)
de la estufa y se la colocd en un desecador hasta que alcanzé la temperatura
ambiente y se procedidé a pesar en una balanza previamente tarada. Todo este

proceso se lo realizo por triplicado
La cantidad de sdlidos totales (St), expresados en %, se calculo por la expresion
siguiente:
St= Pr-pP

1
VxOO

Donde

Pr = masa de la capsula mas el residuo (Q)
P = masa de la capsula vacia (g)

V = volumen de la porcién de ensayo (mL)

100 = factor matematico
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111.5.4. IDENTIFICACION DE POLIFENOLES TOTALES
[11.5.4.1 Equipos y reactivos

e Balanza analitica

e Centrifuga

e Espectrofotometro

e Reactivo de Folin-Ciocalteu

e Extractos: Etandlico y Acuoso

[11.5.4.2 Preparacion de reactivos

Solucidén patron: se pes6 12,5 mg de acido galico en matraces volumétricos
de25mly se llevo a volumen con agua destilada, la concentracion sera de 500 mg/I

esto se realizo por triplicado.

Solucién de Carbonato de Sodio al 10%: se pes6 10 g de Na2COz y se llevo a

un matraz volumétrico de 100 ml con agua destilada en caliente, se enfri¢ y se filtré.

Solucién de Folin-Ciocalteu: se tomo6 5 ml del reactivo FCR gque es una mezcla
de Fosfomolibdato y Fosfotungstato 2 N y se llevé a volumen en un matraz de 50
ml con agua destilada.

111.5.4.3 Procedimiento

En un tubo de ensayo se adiciond, en el orden mencionado: 40 ul de muestra,
0,5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu, 2ml de solucién de carbonato sddico y se
completan hasta 10 ml con agua destilada. Esperar 20 min y leer a 765nm.

111.5.5. IDENTIFICACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
[11.5.5.1 Equipos y reactivos
e Balanza analitica

e Centrifuga
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e Espectrofotometro Ultravioleta visible Spectronic TM GENESYS TM
e Solucion de DPPH
e Extractos: Etandlico y Acuoso

[11.5.5.2 Procedimiento

Se preparé una solucién de DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (SIGMA) 0,2 mg/ml
en etanol grado reactivo y a 1 ml de cada muestra se le adiciona 1 ml de la solucion
de DPPH preparada. La absorbancia a 517 nm fue determinada en un
espectrofotometro ultravioleta visible Spectronic TM GENESYS TM, exactamente
30 minutos después de iniciada la reaccion, y la decoloracion fue comparada con
una solucion que contenia la misma proporcion 1:1 (v/v) de etanol y DPPH. Una
solucion de extracto y etanol servird como blanco de la muestra para corregir su
color. Los resultados fueron expresados como porcentaje de decoloracion de DPPH

utilizando la siguiente expresion:

% AA =100 - (LM - LBM) x 100
LDPPH

En donde:

%AA = porcentaje de actividad antioxidante.

LM = lectura de la absorbancia de la muestra.

LBM = lectura de la absorbancia del blanco de la muestra.

LDPPH = lectura de la absorbancia del DPPH.

111.6. IDENTIFICACION DE a-GLUCOSIDASA

La actividad enzimatica de la a-glucosidasa se determiné por
espectrofotometria, evaluando la liberacion de 4-p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido
(PNPG) el cual absorbe a 415 nm. A mayor inhibicion de la enzima, menor es la

cantidad de p-nitrofenol detectada.
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[11.6.1. Ensayo de inhibicion de la enzima a-glucosidasa

El ensayo de inhibicion de a-glucosidasa se basa en la liberacion de una
molécula de p-nitrofenol como producto del sustrato utilizado p-nitrofenil a-

Dglucésido en presencia de la enzima a-glucosidasa.

El fundamento del ensayo se describe en la siguiente reaccion:

p- nitrofenil- a —D- glucopiranodsido+ H20  alfa glucosidasa a —D- Glucosa + p-

nitrofenol

En donde la actividad de la a-glucosidasa se evalla indirectamente a través del
p-nitrofenol liberado (el cual absorbe a 415 nm). Y una unidad de enzima liberara
1,0pumol de D-glucosa y 1,0umol de p-nitrofenol por minuto, a partir de p-nitrofenila-
D-glucosido a pH 6,8 y 37°C. Por lo tanto, se dice que, a mayor inhibicion de la

enzima, menor es la cantidad de p-nitrofenol encontrada.

[11.6.1.2 Preparacion de los Reactivos
A. Solucién tampon Carbonato de Sodio

Se prepararon 250 ml de solucion madre de Carbonato de Sodio; se pesaron 1,33
g de sustancia y se agrego poco a poco a 250 ml con agua destilada, previamente

colocados en un vaso de precipitacion.
B. 67 mM solucién buffer de fosfato de potasio (PBS), pH 6.8 A 37°C

Se prepararon 100 ml en agua destilada usando 67 mM de Fosfato dibasico de
Potasio. Se pesaron 0,912 g de sustancia y se aforaron a 100 ml con agua destilada.

Se colocé la solucién en el pH metro y se ajusto el pH a 6.8 con 1 M HCI.
C. 0,914 mM de solucién p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (PNP-G)
Se pesaron 0,028 g de PNP-G y se aforaron en 100 ml de PBS Buffer pH 6.8.
D. Solucion enzimatica de a-glucosidasa, 5,7 Unidades

Se prepard una solucion stock de a-glucosidasa con la cual se prepardé una
solucién de trabajo con 5,7 U.
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E. Solucién de Acarbosa

Se utilizé una solucién de Acarbosa (0.44 mg/mL) como control positivo de
inhibicion.
[11.6.2 Procedimiento para la inhibiciéon de la enzima a —glucosidasa

Se utilizé6 una micro placa de 96 pocillos donde se colocd 5ul de la solucién
enzimatica junto con 5ul de inhibidor (muestra), conservandose luego a una
temperatura de 37°C por 5 minutos para alcanzar el equilibrio. La reaccion quimica
se dio inicio al agregar 140 ul de p-nitrofenil- a-D-glucopiranésido(PNP-G) (0,914
mM en 2500 ul de PBS 67 mM). Toda la solucién fue incubada a 37°C por 15
minutos. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de la muestra, se agrego a
cada micro placa 100 ul de solucion de carbonato de sodio para detener por
completo la reaccién quimica. Esta micro placa posteriormente fue transferida a un
espectrofotometro lector de micro placas donde las absorbancias fueron registradas

a una longitud de onda de 405 nm.

La antepenultima columna de la placa se destind para el blanco en el cual se

colocaban todos los reactivos excepto la enzima.

Para la ultima columna de la placa no se coloc6 inhibidor, definiendo este sistema

como el 100% de actividad enzimatica
Para calcular el porcentaje de inhibicion se utilizé la siguiente formula:

[(Ao-Ablanco) - (Amuestra-Ablanco)]

% inhibicién a-glucosidasa = x100
(Ao—Ablanco)

Siendo:

Ao= absorbancia del 100% de la actividad enzimética.

Amuestra = absorbancia de la muestra o del patron.

Y el Ablanco= como la absorbancia de la muestra o patron sin la presencia de

la enzima.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

Al finalizar la parte experimental de esta investigacion se obtuvo los

siguientes resultados.

IV.1. CERTIFICACION DE LA PLANTA

Tablav. Certificacién de la planta

Reino: Plantae

Clase: Equisetiopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex. Takht
Superorden: Rosanae Takht.

Orden: Fabales Bromhead

Familia: Fabaceae Lindl.

Subfamilia: Caesalpiniaceae

Género: Cassia L.

Especie: grandis

Nombre cientifico: Cassia grandis L.f.

Fuente: Herbario GUAY
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IV.2. PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Se determind humedad y cenizas a la muestra seca de cortezas de Cassia

grandis L.f (Cafa fistula).

IV.2.1 Humedad

Tabla vi. Resultados de Analisis de Humedad

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
% 15.91

Cassia grandis L.f

Fuente: Autores

IV.2.2 Cenizas Totales

Tabla vii. Resultados del Analisis de Cenizas Totales

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
1.14

Cassia grandis L.f %

Fuente: Autores

Dando como resultado de humedad de 15.91% y cenizas 1.14%.

IV.2.3S6lidos Totales
Se determiné soélidos totales a los dos extractos tanto acuoso como etanoélico de

Cassia grandis L.f (Cafa Fistula).

Tabla viii. Resultados de la determinacion de sélidos totales (extracto acuoso)

Extracto acuoso de Cassia grandis L.f.

g/2ml mg/ml
0.0506 25.32
0.0494 24.70
0.0504 25.20
Promedio 0.0501 25.0733
Desviacion estandar 0.0005 0.2684

Fuente: (Autores, 2020).

40



Tabla ix. Resultados de la determinacion de sdlidos totales (extracto etanélico)

Extracto etandlico de Cassia grandis L.f

g/2ml mg/ml
0.0526 26.33
0.0544 27.20
0.0510 25.50
Promedio 0.0526 26.3433
Desviacion
. 0.0014 0.694
estandar

Fuente:(Autores, 2020)
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Tabla x. Concentraciones de soélidos totales de extractos

Extractos Concentracion
pg/ul
Extracto acuoso 25.07

Extracto etandlico
26.34

Fuente:(Autores, 2020).

ACUOSO

Pr—-P
St= x 100

0.0501

St=2.50%

ETANOLICO

Pr-P

St x 100

0.0526
X
St= 2

100

St=2.63 %
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Tabla xi. Resultados de solidos totales en extracto acuoso y etandlico

Parametro

Extractos de Cassia Grandis
Solidos Totales (%)
Acuoso Etandlico
2.50% 2.63 %

Fuente: (Autores, 2020)

Los solidos totales (St) fueron mayores en el extracto etandlico con un 2.63 %
comparados con el extracto acuoso con 2.50%.

IV.3. Determinacién de Polifenoles Totales de Cassia grandis L.f

Tabla xii. Extracto Etandlico Folin-Ciocalteu

VEGETAL UNIDADES RESULTADO

Polifenoles totales
_ %
de Cassia 74.10

grandisL.f

Tabla xiii. Extracto Acuoso Folin-Ciocalteu

VEGETAL UNIDADES RESULTADO

Polifenoles totales
. %
de Cassia 83.96

grandisL.f

El valor de polifenoles totales en el extracto acuoso de este estudio realizado en la
corteza de Cassia grandis L.f es de 83.96% mientras que el etandlico es de 74.10%,
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se evidencia la diferencia entre estos dos valores que indican la presencia de mas

sustancias polares y solubles en agua que en etanol.

Regresion Lineal

0,7
0,6 -

y = 0,0608x + 0,0287
0,5 Rz =0,9987

Absorbancia
o
w

0 T T T T
0 2 4 6 8 10

Concentracion

La curva de calibrado del estandar del acido ascorbico tiene un correcto
coeficiente de R de 0,9987 permitiendo de esta manera una buena cuantificacion

de los polifenoles en los extractos.

En el 2003 se evalud la cuantificacion de los polifenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteu antes y después del tratamiento de los extractos con

Polivinilpolipirrolidona(Makkar, 2003).

Los resultados en la determinacién de compuestos secundarios mayoritarios para
Cassia grandis L.f presentaron las concentraciones elevadas 5,61%, mientras que
en el resto de las Leguminosas los valores oscilaron entre 2,20 y 4,01% los cuales

no se consideran téxicos (Makkar, 2003).
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IV.4. Determinacion de Actividad Antioxidante de Cassia grandis L.f

Tabla xiv. Extracto Etandlico DPPH

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS

Actividad 0.12 Ac. Gélico

Antioxidante de mg/ml 0.45 Ac. Ascorbico

Cassia grandis L.f

Tabla xv. Extracto Acuoso DPPH

VEGETAL UNIDADES RESULTADOS
Actividad 0.11 Ac. Galico
Antioxidante de mg/ml 0.39 Ac. Ascorbico

Cassia grandis L.f

La actividad antioxidante se determind por el método del radical de DPPH con
valores de Acido Galico de 0.11 mg/ml, para el Acido Ascérbico de 0.39 mg/ml para
el extracto etandlico y para el extracto acuoso de 0.12mg/ml para Acido Galico, para
el Acido Ascérbico de 0.45 mg/ml por lo que la mayor actividad antioxidante esta

presente en el extracto acuoso.

IV.5. Actividad inhibitoria de los extractos acuoso y etandlico de la corteza

de Cassia grandis L.f. sobre la enzimaa-glucosidasa

Los resultados de los ensayos de inhibicion de la enzima a-glucosidasas en los
extractos acuoso y etandlico de la corteza de Cassia grandis L.f. se muestran

resumidos en la Tabla 16.

Se puede observar que los extractos presentaron accién inhibitoria en el extracto
etandlico con un 47.91% vy el extracto acuoso con un 50.03% sobre la enzima, con
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estos resultados se demuestra que en los extractos de la corteza Cassia grandis L.f.
provenientes del Ecuador, existen metabolitos que inhiben la accion de la enzimaa-
glucosidasa.

La actividad inhibitoria sobre a-glucosidasa estuvo con un porcentaje mas altos

el extracto acuoso con un 50.03 %, en el porcentaje de actividad Inhibitoria.

Tabla xvi. Actividad inhibitoria de la enzima a- glucosidasa

% Actividad Inhibitoria

Especie Extractos sobre a-glucosidasa *
Cassia Extracto Etandlico 4791 +0.260
grandis
L..f.(cana Extracto ACuoso 5003 +0.742
fistula)
Acarbosa 99.95 +0.001

*Promedio de 4 repeticiones
Elaborado por autores

PORCENTAJE DE INHIBICION DE a-

GLUCOSIDASA
120

99.95%
100

[+
o

[<2]
o

47.91% 50.03%

GLUCOSIDASA

%ACTIVIDADES INHIBITORIA A-
8

N
o

0 EXT. E LICO FXT ACADEACA
Figura i. Efecto inhibitorio de los extractos acuoso y etandlico de la corteza de
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Cassia Grandis L.f frente al control positivo (Acarbosa).

En la Figura i se muestra el efecto inhibitorio de los extractos acuoso y etandlico
de la corteza de Cassia grandis L.f. frente al control positivo que contiene Acarbosa
sobre la actividad de la a-glucosidasa. El extracto Acuoso tuvo un porcentaje de
47.91% mientras que el extracto etandlico tuvo un porcentaje de 50.03% frente a la
Acarbosa que obtuvo el 99.95%.

Tabla xvii. Valores de sélidos totales utilizados en el ensayo enzimatico.

Extractos Volumen  Solidos totales Porcentaje de
pL mg/ml inhibicion
Cassia acuoso
grandis L.f. 5 ul 32 07 + 0.0005 50.03 +0.742
(cafia etandlico
fistula) 5ul 3434% 00014 4791 £0.260

Fuente:(Autores, 2020)

DISCUSION

Schafer y Hogger proponen que: Las altas concentraciones de cualquier extracto
vegetal siempre inhibiran las enzimas por inhibicion no especifica, aunque esto no
ha demostrado (Schafer, A., & Hogger, P, 2007).

Segun Yamahara J, 2005 expresa que: los inhibidores de la alfa-glucosidasa
como, Acarbosa y Miglitolson medicamentos que ayudan a mantener la glucosa en
sangre dentro de los valores normales. Estos medicamentos actian reduciendo la
tasa de conversion de carbohidratos complejos en sus monosacaridos. El aumento
lento de la glucosa en sangre se puede controlar facilmente, por esta razén, las
sustancias con efecto inhibidor de la a-glucosidasa son excelentes candidatos para
el tratamiento complementario de la diabetes(Li Y., Wen S., Prasad KB, Peng G.,
Qian LG, Yamahara J, 2005).

En el estudio realizado por Chaiyasut C, 2009 expresa que el extracto

hidroalcohdlico de pulpa Cassia grandis L.f. dio como resultado un ICso 32.30 g /
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ml y Acarbosa, el farmaco de referencia dio un 1Csp 62,30 + 1,30 pg/ml. Por otro
lado, se inform6 que los compuestos antioxidantes como Fendlicos, Flavonoides,
Cumarinas (compuestos presentes en el extracto Cassia grandis L.f), podrian
impedir que los carbohidratos se unan a la a-glucosidasa, produciendo una potente
inhibicion enzimética (Kusirisin W., Srichairatanakool S., Lerttrakarnnon P., Lailerd
N., Suttajit M., Jaikang C., Chaiyasut C, 2009).
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CONCLUSIONES

Los pardmetros farmacogndsticos que caracterizan a la corteza de esta
especie fueron: humedad 15.91%, cenizas 1.14% Yy solidos totales del
extracto acuoso de 2.50%. y etandlico 2.63%; se obtuvo un mayor porcentaje
de sdlidos totales para el extracto etandlico.

El ensayo de Folin—Ciocalteu mostro un valor de contenido de compuestos
fendlicos en el extracto acuoso de 83.96% mientras que en el extracto
etandlico de 74.10%.

La actividad antioxidante se determiné por el método del radical de DPPH
con valores de Acido Galico de 0.12 mg/ml, para el Acido Ascdrbico de 0.45
mg/ml para el extracto etandlico y para el extracto acuoso: 0.11mg/ml para
Acido Galico, para el Acido Ascorbico de 0.39 mg/ml por lo que la mayor

actividad antioxidante esta presente en el extracto acuoso.

En la corteza de Cassia grandis L.f el extracto que presenté mayor actividad
frente a la enzima a-glucosidasa fue el extracto acuoso con un porcentaje de
inhibicion de 50.03% y el extracto etandlico con 47.91% frente al control

positivo (Acarbosa) que obtuvo el 99.95%.
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RECOMENDACIONES

Efectuar investigaciones utilizando sus hojas, flores, frutos y raiz para
determinar polifenoles y actividad antioxidante.

Realizar estudios sobre que moléculas son las que tienen actividad
farmacoldgica o actividad antioxidante presentes en la corteza de Cassia
Grandis L.f

Se debe evaluar la actividad inhibitoria en extractos Hidroalcohdlicos,

comparando la eficiencia con extractos acuosos Yy alcohdlicos.

Finalmente, se debera seguir realizando estudios para identificar el/los

metabolitos que ejercen el efecto inhibitorio sobre la a-glucosidasa.
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GLOSARIO

ABTS: el acido 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) o ABTS
es un compuesto quimico utilizado para observar la cinética de reaccion de

enzimas especificas.

Acarbosa: es una droga terapéutica que inhibe la alfa glucosidasa de
manera reversible, competitiva y de manera dosis dependiente. Al inhibirla,
retrasa la hidrolisis intestinal de oligosacaridos y disacaridos, principalmente

en la mitad superior del intestino delgado.

Actividad farmacologica: o actividad biologica son los efectos benéficos o
adversos de una droga sobre la materia viva. Cuando la droga es una mezcla
guimica compleja, esta actividad es ejercida por los principios activos de la
sustancia o farmacélogos, pero puede ser modificado por los otros

constituyentes

Alfa-glucosidasa: es una de las enzimas clave involucradas en el
metabolismo y digestion de los carbohidratos en los seres humanos, esta

presente en el borde del cepillo del intestino delgado.

Capacidad o actividad antioxidante: habilidad de los compuestos

antioxidante para captar y estabilizar los radicales libres.

Cassia grandis L.f.: también conocido como cafia fistula, carao es
un arbol natural de América Central y las zonas costeras de las Antillas que
se utiliza para el tratamiento de enfermedades del pecho y como bebida con

muchas propiedades nutritivas.

Cetoacidosis: Es un estado metabdlico asociado a una elevacion en la
concentracion de los cuerpos cetdnicos en la sangre, que se produce a partir
de los &cidos grasos libres y la desanimacion (liberacion del grupo amino) de

los aminoacidos.

Coma hiperosmolar: Es una de las complicaciones agudas de
la diabetes mellitus (DM caracterizado por el déficit relativo de insulina y
resistencia a la insulina) que origina una hiperglucemia importante, diuresis

osmotica y deshidratacion.
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Compuestos Fendlicos: son compuestos organicos en cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico unido a

lo menos a un grupo hidroxilo.

Cronicas macrovasculares: Lesiones de vasos sanguineos mas grandes,
las complicaciones de enfermedades cardiovasculares, como los ataques
cardiacos, los accidentes cerebrovasculares y la insuficiencia circulatoria en

los miembros inferiores.

Crdénicas microvasculares: Lesiones de los vasos sanguineos pequefios,
las complicaciones microvasculares son lesiones oculares (retinopatia) que
desembocan en la ceguera; lesiones renales (nefropatia) que acaban en
insuficiencia renal y lesiones de los nervios que ocasionan impotencia y pie
diabético

Diabetes Mellitus tipo 2: es una enfermedad en la cual la persona no fabrica

suficiente insulina o no la utiliza de forma correcta.
Dorsifijos. - Lo fijo o adherido por el dorso, no por el &pice, ni por la base.

DPPH: Abreviatura del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil. Este es un radical
libre estable soluble que es neutralizado mediante un mecanismo de

transferencia de hidrégeno.

Espectrofotometria: es un método cientifico utilizado para medir cuanta luz
absorbe una sustancia quimica, midiendo la intensidad de la luz cuando un
haz luminoso pasa a través de la solucion muestra, basandose en la Ley de

Beer-Lambert.

Flavonoides: es el término genérico con que se identifica a una serie de
metabolitos secundarios de las plantas. La estructura base, un esqueleto C6-
C3C6, puede sufrir posteriormente muchas modificaciones y adiciones de
grupos funcionales, por lo que los flavonoides son una familia muy diversa

de compuestos.

Folin-Ciocalteu: EIl reactivo es una mezcla de Fosfomolibdato y
Fosfotungstato, usado para la determinacion de antioxidantes fendlicos y

polifendlicos.
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Glucésidos. - Son moléculas compuestas por un glucido (generalmente

monosacaridos) y un compuesto no glucidico.

Glucosa postprandial. - es la deteccidén de niveles de azlcar en la sangre

después de haber ingerido comida

Inhibidores enzimaticos: son sustancias que interfieren con la actividad de
una enzima. Por medio de los inhibidores, una célula puede regular cuales

enzimas estan activas y cuales inactivas en un momento dado.
Lenticeladas. -es una protuberancia del tronco y ramas de los arboles.
Oblongo. - tiene mayor longitud que anchura.

Pubescente. - cualquier 6rgano vegetal que presenta su superficie vellosa,

cubierta de pelos finos y suaves.

Saponinas.- son un grupo de glucésidos oleosos, los cuales son solubles en

agua produciendo espumosidad cuando las soluciones son agitadas.

Terpenos. -son hidrocarburos complejos de forma general CnH2n-4, de la
serie del isopreno, el que esta formado por dos dobles enlaces y que unidos
por cadenas organicas forman un grupo de compuestos con caracteristicas
propias y que determinan la variedad de los efectos terapéuticos que se

presentan en las plantas que los contienen.

Zigomorfas. - Que tiene simetria bilateral, es decir, un solo plano de

simetria.
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ANEXOS

Herbario GUAY

Facultad de Ciencias Naturales
Universidad de Guayaquil

Clase: Equisetiopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex. Takht.
Superorden: Rosanae Takht.
Orden: Fabales Bromhead
Familia: Fabaceae Lindl.
Género: Cassia L.

Nombre cientifico: Cassia grandis L.f.

Codigo GUAY: 13.445

Av. Juan Tanca Marengo y Av. Gdmez Lince s.n.
P.O. Box 09-01-10634
Guayaquil-Ecuador

Anexos i. Certificacion Taxonémica
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Anexos ii. Muestra Recolectada de Cassia grandis (Cafa fistula)
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Anexos iii. Muestra triturada

Anexos iv. Extractos Etandlico y Acuoso de Cassia grandis L.f
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Anexos vi. Kit para inhibicion de enzima alfa-glucosidasa
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Anexo vii. Equipo PCR

Anexo viii. Micro placas con 96 pocillos fondo redondo.
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