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RESUMEN.

Introduccion: Luma chequen (Molina) A. Gray es un planta aromatica
de la familia Mirtaceae, usado en medicina tradicional de Pomabamba
(Ancash — Pera) para la hipercolesterolemia. Objetivos: Identificar
metabolitos secundarios, evaluar la toxicidad aguda y demostrar efecto
hipoglucemiante, hipolipemiante y antiaterogénico del extracto
etandlico de las hojas. Diseno: Preclinico, experimental (estudio
farmacolégico) y descriptivo (estudio fitoquimico). Lugar: Facultades
de Medicina, Farmacia y Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de
San Marcos de Lima; San Luis Gonzaga de Ica, Peru. Material
bioldgico: Ratas Holtzman hembras y machos. Hojas desecadas.
Intervenciones: Screening fitoquimico para identificar metabolitos
secundarios, se obtuvo el extracto etandlico por percolacion. La
estimacion de la DLso se ejecut6é segun la prueba de la OECD 425; se
evaludé el efecto hipoglicemiante del extracto (400 mg/Kg) en ratas
normoglicémicas e hiperglicémicas por carga de glucosa vy
estreptozocina; ademas el efecto hipolipemiante y antiaterogénico en
ratas suplementados con colesterol. Resultados: Se identificé
flavonoides (quercetina, rutina y quercetin 3-metil éter), taninos,
triterpenos, esteroides, leucoantocianidinas y catequinas. La toxicidad
indica que la DLso estaria sobre 2000 mg/Kg. Disminuy6 el porcentaje
de glucemia inducida 12.35% (0,5 h), -7.04% (1 h) y -13.8% (2 h) con
p<0,05, en comparacion al grupo control. Disminuy6 el porcentaje de
glucemia inducida por STZ (203,75%) en comparacién al control
(290,51%). (p<0,05) Disminuyd el nivel de triglicéridos y VLDL en
25.9% vy 26,1% (p<0,05) respectivamente. Disminuyé el dano
esclerético en aortas de ratas suplementadas con colesterol.
Conclusiones: Se demostrdé que el extracto etandlico de Luma
chequen posee efecto hipoglicemiante, hipolipemiante vy
antiaterogenico, con DLso ligeramente toxica.

Palabras clave: Luma chequen, Rayan castilla, hipoglucemiante,
hipolipemiante, flavonoides.



SUMMARY.

Introduction: Luma chequen (Molina) A. Gray is an aromatic plant of
the family Mirtaceae, used in traditional medicine of Pomabamba
(Ancash - Peru) for hypercholesterolemia. Objectives: To identify
secondary metabolites, to evaluate the acute toxicity and to
demonstrate the hypoglycemic, hypolipidemic and antiatherogenic
effect of the ethanolic extract of the leaves. Design: Preclinical,
experimental (pharmacological study) and descriptive (phytochemical
study). Place: Faculties of Medicine, Pharmacy and Biochemistry,
Major National University of San Marcos de Lima; San Luis Gonzaga of
Ica, Peru. Biological material: Holtzman female and male rats. Dried
leaves. Interventions: Phytochemical screening to identify secondary
metabolites, the ethanolic extract was obtained by percolation. The
estimation of the LD50 was performed according to the test of OECD
425; the hypoglycemic effect of the extract (400 mg / kg) was evaluated
in normoglycemic and hyperglycemic rats by loading of glucose and
streptozocin; In addition to the hypolipidemic and antiatherogenic effect
in rats supplemented with cholesterol. Results: Flavonoids (quercetin,
rutin and quercetin 3-methyl ether), tannins, triterpenes, steroids,
leucoanthocyanidins and catechins were identified. Toxicity indicates
that the LD50 would be above 2000 mg / kg. The percentage of
glycemia induced was 12.35% (0.5 h), -7.04% (1 h) and -13.8% (2 h)
with p<0.05, compared to the control group. The percentage of STZ-
induced glycemia decreased (203.75%) compared to control
(290.51%). (P<0.05). The level of triglycerides and VLDL decreased in
25.9% and 26.1% (p <0.05), respectively. Sclerotic damage decreased
in aortas of rats supplemented with cholesterol. Conclusions: It was
demonstrated that the ethanolic extract of Luma chequen (Molina) A.
Gray has a hypoglycemic, hypolipemic and antiatherogenic effect, with
slightly toxic LD50.

Key words: Luma chequen (Molina) A. Gray, Rayan castilla,
hypoglycemic, hypolipidemic, flavonoids.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Situacion Problematica.

Alrededor de 250 millones de personas en la region de las Américas padecen
alguna enfermedad crénica no transmisible (ECNT). En el 2007, 3,9 millones
de personas murieron por ECNT. Los riesgos compartidos para las ECNT son
el consumo de tabaco, el uso nocivo de alcohol, la mala alimentacion y la
inactividad fisica. Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal
causa de muerte por ECNT. La diabetes causa en la region de las Américas
alrededor de 242.000 muertes anuales, de las cuales 22.000 (8%) se estima
que son evitables, considerando que ocurrieron en personas menores de 50
anos de edad. Se proyecta que el numero de personas con diabetes en las
Ameéricas se incrementara de 62,8 millones en 2011 a mas de 91 millones en
2030 (OPS, 2012).

En el Pert en el 2007 la tasa de mortalidad por enfermedades crénicas no
transmisibles fue de 443.8 muertes por 100 mil habitantes. En este grupo las
enfermedades que producen mayor mortalidad son la enfermedad isquémica
del corazén y las cerebro vasculares, las que tuvieron un mayor incremento
entre 1987 y 2007 (MINSA, 2010).

La dislipidemia es un poderoso factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedad cardiovascular. En la practica clinica, los componentes que
habitualmente se manejan para valorar el riesgo cardiovascular de los
pacientes y para tomar decisiones terapéuticas son el colesterol total, el
colesterol LDL, el colesterol HDL y, en menor medida, los triglicéridos. (Millan
et al, 2011).

La morbilidad por cardiopatia coronaria (CHD) es dos a cuatro veces mas alta
en pacientes con diabetes que en aquellos que no la padecen y la mortalidad



por CHD es hasta 100% mas alta en diabéticos que en no diabéticos en el
transcurso de un periodo de seis anos. La dislipidemia de origen diabético
regularmente se caracteriza por triglicéridos altos, HDL-C bajo, y aumentos
moderados del colesterol total y del LDL-C. (Bersot, 2012).

La estrategia de la OMS sobre medicina tradicional 2014-2023 afirma que la
medicina tradicional y complementaria (MTC) es una parte importante y con
frecuencia subestimada de la atencion de salud. Se la practica en casi todos
los paises del mundo, y la demanda va en aumento. La medicina tradicional
de calidad, seguridad y eficacia comprobadas contribuye a asegurar el acceso
de todas las personas a la atencién de salud (OMS, 2014).

En un sentido amplio, se puede decir que la validacion de una planta medicinal
envuelve todos los procedimientos necesarios para la demostracion cabal de
su efectividad como medicamento y que su indice terapéutico es compatible
con el uso humano, incluyendo para ello los ensayos preclinicos y clinicos con

la planta (Lapa et al, 2001).

La OMS y la Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura de las
Naciones Unidas (FAO) recomiendan un consumo diario de al menos 400 g o
5 porciones de frutas y verduras para ayudar en la prevenciéon de
enfermedades crdnicas tales como enfermedades del corazén, cancer,
diabetes y obesidad. (Rodrigues-Fragoso et al, 2011). La ingesta de
flavonoides encontrados en el vino, el té y varios alimentos vegetales se
correlaciona inversamente con la mortalidad por enfermedad coronaria
atribuido a la actividad antioxidante de sus compuestos polifendlicos, y la
modificacion oxidativa de lipoproteinas de baja densidad (LDL) como paso
clave en la formacion de una lesién aterosclerética (Benito et al, 2002). Una
revisibon de Lakhanpal et al, 2007, reporta estudios que correlacionan
inversamente la ingesta de quercetina y la concentracién de colesterol en
plasma, accidén antiagregante plaquetaria e inhibicién de la proliferacién y
migracién de musculo liso aortico, ademas de acciones implicadas en la
prevencion de las complicaciones de la diabetes como la inhibiciéon de la
aldosa reductasa, una enzima que convierte glucosa en sorbitol (su

acumulacion se relaciona a neuropatia, retinopatia y nefropatia).



Luma chequen (Molina.) A. Gray es una planta aromatica usada en la medicina
tradicional de Pomabamba (Ancash) para el tratamiento de
hipercolesterolemias. Con resistencia natural hacia la predacion relacionado
a la presencia de lumaflavanonas (Labbé et al, 2002); sus aceites esenciales
tienen actividad antimicrobiana (Goncalves et al, 2006) y antioxidante
evaluado en varios modelos (Carhuapoma, 2006), sus constituyentes
fendlicos derivados de flavonoles y antocianinas con alta capacidad
antioxidante en el ensayo de DPPH, apoyan al menos en parte, su uso como
medicamento botanico (Simirgiotis et al, 2013). El deterioro de su habitat ha
generado investigaciones agrarias relacionadas a evitar su deforestacion ya
que es considerada una planta con alto potencial para uso medicinal y en la
industria de los nutracéuticos (Mancilla et al, 2013; Minsal Chile, 2010).
Teniendo en cuenta estos antecedentes se planted la interrogante que motivo

la presente investigacion.

1.2 Formulacién del problema.

¢El extracto etandlico de las hojas de Luma chequen (Molina) A. Gray
administrado por via oral tendra efectos hipoglicemiante, hipolipemiante y
antiaterogénico en ratas dislipidemicas?

1.3 Justificacion teorica.

El estudio ha permitido validar una planta medicinal de uso tradicional (Lapa
et al, 2001) y su posible uso como nutracéutico aromatico preventivo de
enfermedades cardiovasculares y la vez tener datos de toxicidad. Los
flavonoides presentes en el extracto serian los posibles responsables de los
efectos encontrados, ademas de la contribucion de los aceites esenciales
(Carhuapoma, 2006), en esta planta nativa peruana usada en la medicina
complementaria en relacion a sus efectos hipoglicemiante, hipolipidémico y
antiaterogénico (Fidele et al, 2017). Evalla la posibilidad de usar el extracto

como tratamiento complementario coadyuvante a los medicamentos de



eleccion en dislipidemia y diabetes mellitus tipo 2. (Rodrigues—Fragoso et al,
2011).

Actualmente hay mdltiples articulos de investigacion preclinica (Fidele et al,
2017; Downing et al, 2016; Oliveira et al, 2016) y clinica (Messina et al 2015),
que abordan la validacion de las propiedades hipolipemiantes,
hipoglucemiantes y antiaterogénicas de plantas utilizadas en medicina
tradicional en forma de extractos o mezcla de extractos estandarizados, e
identifican la presencia cuantitativa y/o cualitativa de los principios activos
asociados a las actividades terapéuticas mencionadas.

1.4 Justificacion practica

En el aspecto practico, aplica metodologias actuales en la investigacion y
desarrollo de fitofarmacos con actividad hipoglicemiante, hipolipidémica y
antiaterogénica, en el marco del registro sanitario de medicamentos herbarios
segun el Reglamento para el Registro, Control y Vigilancia Sanitaria de
Productos Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y Productos Sanitarios
(MINSA - DIGEMID, 2011).

Este trabajo es conveniente para varios sectores involucrados en el
biocomercio y produccion de fitofarmacos porque brinda datos especificos
sobre la eficacia y seguridad preclinica de Luma chequen (Molina.) A. Gray
‘rayan castilla”. Para los pobladores de las zonas de cultivo de la planta, el
fomento del cultivo de esta especie, generara empleo y mejora de la calidad
de vida, en el marco del uso sostenible de la biodiversidad. (MINAN, 2013).

1.5 Objetivos.
1.5.1 Objetivo general.

Determinar el efecto hipoglicemiante, hipolipemiante y antiaterogénico del
extracto etandlico de las hojas de Luma chequen (Molina.) A. Gray “rayan

castilla” en ratas dislipidemicas.



1.5.2 Objetivos especificos
1. Identificar los metabolitos secundarios y principales tipos de nucleos de
flavonoides en el extracto etandlico de las hojas de Luma chequen (Molina)

A. Gray “rayan castilla”.

2. Evaluar la toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de Luma

chequen (Molina) A. Gray “rayan castilla” en ratas por via oral.

3. Determinar el efecto hipoglicemiante del extracto etandlico de las hojas de

Luma chequen (Molina) A. Gray “rayan castilla” en ratas.

4. Determinar el efecto hipolipemiante y antiaterogénico del extracto
etandlico de las hojas de Luma chequen (Molina) A. Gray “rayan castilla”

en ratas dislipidemicas.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO.

2.1 Marco filoséfico o epistemoldgico de la investigacion.

Kuhn (1962) uno de los mas influyentes fildsofos de la ciencia del siglo XX,
obtuvo fama por sus polémicos presupuestos, concernientes a la nocion de
revolucion cientifica y paradigma, totalmente expuestos en uno de los libros
mas citados de todos los tiempos: La estructura de las revoluciones cientificas.
En una version bien sintética, este connotado filésofo de la ciencia considerd
que: “el desarrollo de la ciencia transitaba por 5 fases: establecimiento de un
paradigma - ciencia normal — crisis - revolucion cientifica y establecimiento de
un nuevo paradigma”. En esta concepcion la nocion de paradigma resulta
fundamental y lo defini6 como realizaciones cientificas universalmente
reconocidas que, durante cierto tiempo, proporcionan modelos de problemas

y soluciones a una comunidad cientifica.

Datos de fuentes reconocidas indican crisis en el sistema sanitario debido a
cambios importantes en las caracteristicas de las poblaciones. La
Organizacion Internacion del Trabajo (OIT) manifiesta que el sistema de salud
peruano presenta un elevado grado de fragmentacién, una importante
proporcion de la poblacién no cubierta y grandes diferencias de cobertura
entre los individuos efectivamente alcanzados por la prestacion (OIT, 2013).
Segun plantea el Colegio Médico del Peru (CMP) el Sector Salud atraviesa
una grave crisis relacionada a conflictos laborales permanente en el sector,
falta de implementacion de hospitales y centros de salud, falta de recursos
humanos sobre todo especialistas, cifras de cobertura de vacunacion cada
vez menores, desnutricion y anemia cronica (CMP, 2014). Adicionalmente
Foro Salud (2013) expresa que la salud atraviesa una situacion muy compleja
en el pais, con innumerables problemas, como el inadecuado abordaje de la
discapacidad y del envejecimiento poblacional, lo cual viene distanciando al



gobierno de los usuarios, profesionales y trabajadores, sin que las autoridades
del sector estén en capacidad de viabilizar una salida adecuada.

En relacién a cambios importantes en las caracteristicas de las poblaciones,
la OPS (2012), estima que estima que entre 2000 y 2010 la esperanza de vida
para ambos sexos en las Américas pasé6 de 72,2 a 76,2 afios —cuatro afnos de
aumento en una sola década-y se proyecta un aumento adicional de 6,5 afos
hasta 2050. Si bien estas tendencias son sin duda un reflejo de los principales
éxitos de la salud publica alcanzados en el ultimo siglo, el envejecimiento
acarrea un aumento en las enfermedades crénicas y las discapacidades. En
base a las tendencias registradas, se estima que un significativo nimero de
las personas mayores estardn en situaciones de pobreza, en particular
mujeres, tanto por su mayor longevidad como por sus condiciones histéricas
de exclusion social. En los paises en desarrollo, donde el envejecimiento de
la poblacién esta ocurriendo con mayor rapidez, sera especialmente
desafiante lidiar con estos cambios demogréaficos y epidemiolégicos. Un
envejecimiento saludable permite romper con el estereotipo de que las
personas mayores son receptoras pasivas de servicios sociales y de salud.
No obstante, para llegar a un envejecimiento saludable, basado en programas
de “autogestion y autocuidado”, se requieren acciones e inversiones bien
definidas y planificadas a lo largo de la vida de los individuos, un enfoque que
hasta el momento en general no ha recibido la debida atencién, sobre todo en
aquellos paises donde los sistemas de pensiones y de seguridad social son

insuficientes y desfinanciados.

Esta crisis en los sistemas de salud y los cambios dramaticos que estan
sucediendo en las caracteristicas de la poblacidén estan obligando a nuevos
modelos de solucionar los problemas sanitarios. Una de las estrategias (OMS,
2013) plantea que la medicina tradicional y complementaria (MTC) es una
parte importante y con frecuencia subestimada de la atencidén de salud. Se la
practica en casi todos los paises del mundo, y la demanda va en aumento. La
medicina tradicional de calidad, seguridad y eficacia comprobadas contribuye
a asegurar el acceso de todas las personas a la atencion de salud. Muchos
paises reconocen actualmente la necesidad de elaborar un enfoque coherente

e integral de la atencion de salud, que facilite a los gobiernos, los profesionales



sanitarios y, muy especialmente, a los usuarios de los servicios de salud, el
acceso a la MTC de manera segura, respetuosa, asequible y efectiva. Una
estrategia mundial destinada a promover la integracidén, reglamentacion y
supervision apropiadas de la MTC sera de utilidad para los paises que desean
desarrollar politicas dinamicas relativas a esta parte importante, y con
frecuencia vigorosa y expansiva, de la atencion de salud. Esta estrategia
engloba la validacién cientifica de una planta medicinal (Lapa et al, 2001) que
envuelve todos los procedimientos necesarios para la demostracion cabal de
su efectividad como medicamento y que su indice terapéutico sea compatible
con el uso humano, incluyendo para ello los ensayos preclinicos y clinicos con

la planta.

2.2. Antecedentes de investigacion.

e Labbé et al (2002), en la busqueda de nuevos biopesticidas para un manejo
integrado y racional del control de las pestes a partir de plantas con
resistencia natural hacia la predacion, realizaron un estudio quimico
bioguiado del extracto metandlico de las hojas frescas de Luma chequen
que guio al aislamiento de Lumaflavanonas A, B y C. cuyas estructuras
fueron propuestas sobre las bases de espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (NMR). Encontraron respuestas positivas en la
evaluacién de su actividad antialimentaria en Spodoptera littoralis, una
oruga que se alimenta de las hojas, accién fungistatica sobre Botritis
cinérea, un hongo que pudre las uvas, y toxicidad en Brine shrimp (Artemia
salina).

o Jaramillo et al (2004) identificaron la presencia de taninos, flavonoides,
esteroides y/o triterpenoides, leucoantocianidinas y/o catequinas en el
extracto etandlico de las partes aéreas de Luma chequen, y demostraron
efecto hipocolesterolemico de la fraccion acetato de etilo en ratas con dieta
hiperlipidica.



e Goncalves et al (2006) estudiaron la composicién y actividad antimicrobiana
del aceite esencial de Luma chequen de Perl. Se observé actividad
antimicrobiana significativa contra Proteus vulgaris, Cryptococcus
neoformans y Cladosporium cladosporioides.

e Carhuapoma M (2006) caracterizd la composicion quimica y determino la
actividad antioxidante del aceite esencial de Luma chequen de Peru.
Elucidé las estructuras de 40 compuestos y comprobd su actividad
antioxidante en tres modelos in vitro. Ademas encontré una DL50 en
ratones de 906.1140 mg/Kg.

e Simirgiotis et al (2013), Investigaron las partes aéreas y las bayas de Luma
apiculata y Luma chequen por los constituyentes fenélicos y capacidad
antioxidante, se detectaron en L. apiculata doce compuestos fendlicos en
frutas y doce en las partes aéreas mientras que L. chequen rindié 10
compuestos en las frutas y 16 en las partes aéreas, respectivamente. De
los compuestos que ocurren en ambas especies Luma, siete fueron
identificados como los taninos o sus monémeros, 15 fueron derivados de
flavonoles (derivados de miricetina, quercetina, laricitrina y isorhamnetina)
y cinco antocianinas. Toda la baya y exiractos de las partes aéreas
presentan alta capacidad antioxidante en el ensayo de DPPH, que puede
estar relacionado con el rango diverso de compuestos fendlicos detectados.
La capacidad antioxidante junto con los altos contenidos polifendlicos y
compuestos identificados puede apoyar al menos en parte, su uso como

medicamentos botanicos.

e Mancilla et al (2013), desarrollaron un procedimiento eficaz de
establecimiento al cultivo in vitro para la especie nativa chilena Luma
chequen, la que tiene un alto potencial para uso medicinal y en la industria
de los nutracéuticos. Luma chequen es una especie que tiene ciertas
propiedades medicinales, y esta considerada en la lista de hierbas
consideradas medicinas naturales por el Ministerio de Salud de Chile. Tiene
fruto comestible como otras especies, lo cual puede ser una fuente de
ingresos alternativa para los agricultores.
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e Brito et al, (2014) estudiaron la composicion fitoquimica de seis pequenas
bayas endémicas de la regién VIII de Chile entre ellas Luma Chequen
(Chequen) y Luma apiculata (Arrayan). Entre las antocianidinas
identificadas destacan delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina vy
malvidina. También se identificaron tres acidos fendlicos (acidos
feruloylquinic, &cido clorogénico y acido neoclorogenico) y cinco flavonoles
(hiperésido, isoquercitrina, quercetina, rutina, miricetina y isorhamnetin). Se
probd la actividad antioxidante de los frutos mediante los ensayos FRAP,
DPPH vy el ensayo de actividad de captacién de anidén superéxido (SA).

e Torres J (2014) demostréo que el extracto etandlico de Luma chequen
“arrayan” presentd la mayor actividad antimicrobiana frente a cepas
patdgenas de referencia, asi como a patégenos Gram positivos, Gram
negativos y levaduras, aislados de origen hospitalario en comparacién con
los extractos de hexano y diclorometano que no mostraron actividad
inhibitoria significativa.

e Gupta et al (2005) estudiaron el efecto hipoglicemico, antidiabético y
antidislipidemico del extracto etandlico de Annona squamosa (350 mg/Kg)
en ratas y conejos normoglicémicos e hiperglicémicos por estreptozotocina
(STZ). Asociando los efectos a sus compuestos bioactivos, entre ellos a los
flavonoides. Encontrando que dosis 15 veces superiores no producian
mortalidad.

e Hirunpanich et al (2006). Investigaron el efecto hipolipidémico vy
antioxidante (oxidacion de LDL-colesterol) del extracto acuoso liofilizado
Hibiscus sabdariffa L. (roselle) en ratas suplementadas con colesterol (2
g/Kg). Varios componentes antioxidantes se encuentran en el caliz de
Roselle, tales como antocianinas, quercetina, acido L-ascorbico y acido
protocatequico, a los cuales se les atribuye en parte los efectos
observados.

o Anilaetal (2002). Investigaron el efecto antidislipidémico de los flavonoides
de Emblica officinalis y Mangifera indica en ratas. Se encontré que los
flavonoides de Emblica officinalis (10 mg/Kg/dia) inhibe a la HMG CoA
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reductasa por lo tanto inhibe la sintesis de colesterol. Los flavonoides de
Emblica officinalis y Mangifera aumentan la excrecion fecal de acidos
biliares, relacionado al aumento de la actividad de la LCAT (Lecitina
Colesterol Aciltransferasa) implicada con el transporte de colesterol desde
los tejidos extra hepaticos hasta el higado para su degradacion.

Muruganandan S et al (2005). Investigaron el efecto de mangiferina (un
glucésido xantona, aislado de las hojas de Mangifera indica) sobre el
potencial aterogénico de la diabetes inducida por estreptozotocina (STZ).
Ademas se determiné el efecto de mangiferina en la tolerancia oral a la
glucosa en ratas normales. La administracion intraperitoneal cronica (ip) de
mangiferina (10 y 20 mg/kg) una vez al dia por 28 dias exhibieron actividad
antidiabética al reducir considerablemente el nivel de glucosa en ayunas en
plasma a diferentes intervalos de tiempo en ratas diabéticas por STZ.
Disminuyé el nivel de indice aterogénico en ratas diabéticas. Las evidencias
sugieren que tanto, mecanismos pancreaticos y extrapancreaticas podrian

estar involucrados en su accién hipoglucemiante.

Cho W et al (2006) demostraron que el ginsenosido Re de Panax ginseng
CA Meyer tiene efecto hipoglicémico, hipololesterolémico y reductor de
triglicéridos en ratas estreptozotonizadas. En relacion al estrés oxidativo,
implicado en la patogénesis de la diabetes y sus complicaciones, se
encontrd que el tratamiento por ginsenosido Re restaurd los niveles de
glutation y de malonilaldehido en el ojo y el rifidn a los encontrados en las
ratas de control. Este es el primer informe que demuestra que el
ginsenosido Re tiene una eficacia antioxidante significativa en la diabetes,

y evita la aparicion de estrés oxidativo en algunos tejidos vasculares.

Benito S et al (2002) demostraron que una dieta rica en vino tinto de-
alcoholado (VTD) incrementa la vasorelajacion inducido por acetilcolina y
que la ingestion de VTD o dietas ricas en quercetina o catequina modifica
la via del GMP ciclico dependiente de Oxido Nitrico (NO), en ratas
alimentadas con dietas semipurificada que contenian 35% DRW, 0,3%
quercetina 6 0,3% catequina durante 10 dias. La anillos de aorta de ratas
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alimentadas con la VTD, quercetina, o las dietas ricas en catequinas
mostraron mayor actividad de NOS, produccién de NO y contenido de GMP
ciclico que los de las ratas alimentadas con la dieta control. No se
observaron cambios en la produccion de Oz . El aumento en la via del GMP
ciclico dependiente de NO explica el efecto benéfico de los flavonoides a

nivel vascular.

e Furchgott RF et al (1980) demostraron que para que se produzca la
vasodilatacién mediada por la acetilcolina (ACh) en preparaciones de aorta
asilada debe estar intacta la capa de células endoteliales, ya que éstas
poseen receptores muscarinicos, que al ser estimulados por acetilcolina
inducen en la célula endotelial la liberacion de una sustancia (s) que
provoca la relajacion de la musculo liso vascular. También dedujeron que,
si por error durante la preparacion del experimento se rozaba el endotelio
la preparacion perdia la capacidad de relajarse, mas bien se producia

contraccion también mediada por receptores muscarinicos en musculo liso.

Del analisis de las referencias mencionadas, se puede deducir que un
denominador comun de las enfermedades cardiovasculares, es el dafo
oxidativo por radicales libres. También se puede deducir que los compuestos
antioxidantes como los flavonoides pueden prevenir la aparicion o
agravamiento de dichas enfermedades. Varias plantas medicinales de uso
terapéutico tradicional en estas enfermedades han sido validadas
cientificamente y asociado su eficacia a la presencia de compuestos
flavonoides u otros compuestos que tengan actividad antioxidante. Por lo
tanto, Luma chequen podria ser util en el tratamiento de dichas enfermedades
por la comprobada presencia de compuestos antioxidantes.

2.3 Bases Tedricas.
2.3.1 Caracteristicas de la planta.

2.3.1.1 Clasificacion taxonomica.
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La muestra vegetal fue clasificada por el Mg. Hamilton Beltran. En el Herbario
San Marcos del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. Segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988):
(Anexo 1)
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA.
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ROSIDAE.
ORDEN: MYRTALES.
FAMILIA: MYRTACEAE
GENERO: Luma.
ESPECIE: Luma chequen (Molina) A. Gray

Nombre vulgar: Rayan castilla, arrayan, rayan.

2.3.1.2 Distribucion geografica.

Crece desde los 2500 a los 4000 m.s.n.m., en los andes de Sudamérica
Central, entre Peru, Bolivia y Chile. En el Peru, se distribuye entre los
departamentos de Ancash, Pasco, Lima, Junin, Ayacucho, Arequipa y Cusco,
con predileccion hacia el Sur. Su poblacién se ve favorecida en lugares de alta
humedad, a orillas de los rios. (Cronquist A, 1981)

2.3.1.3 Aspectos fitoquimicos, bioquimicos, farmacologicos vy
terapéuticos.

Varios estudios mencionan la presencia de compuestos fendlicos: derivados
flavanonas (Labbé et al, 2002); derivados de flavonoles (hiperdsido,
isoquercitrina, quercetina, rutina, miricetina y isorhamnetin), &cidos fendlicos
(acidos feruloilquinico, acido clorogénico y acido neoclorogenico) y
antocianinas (delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina) y
taninos o sus mondmeros (Simirgiotis et al, 2013) (Brito et al, 2014); Aceite
esencial con 40 compuestos monoterpenos y sesquiterpenos (Goncalves et
al, 2006; Carhuapoma, 2006).
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Los estudios bioquimicos resaltan la actividad antioxidante in vitro en in vivo
relacionadas a compuestos fendlicos (Simirgiotis et al, 2013) (Brito et al, 2014)
y al aceite esencial (Carhuapoma, 2006), actividad inhibidora de xantina
oxidasa (Busti et al 2009).

Ensayos farmacolégicos indican actividad antimicrobiana in vitro del aceite
esencial (Goncalves et al, 2006) y del extracto etandlico frente patégenos
Gram negativos y Gram negativos asi como levaduras aislados de origen
hospitalario (Torres, 2014). Labbé et al, (2002) determind la actividad
fungistatica sobre Botritis cinérea, un hongo que pudre las uvas, actividad
antialimentaria en Spodoptera littoralis, una oruga que se alimenta de las
hojas, toxicidad en Brine shrimp (Artemia salina). Jaramillo et al, (2004) probd

el efecto hipolcolesterolémico en ratas con dieta hiperlipidica.

Usos terapéuticos tradicionales: tratamiento de gota, reumatismo, tos y
diarrea (Labbé et al, 2002); dolores de muela, desérdenes gastrointestinales,
infecciones posparto, antiséptico, astringente, balsamico, hemostatico,
vasoconstrictor, antineuralgico, antiinflamatorio y analgésico (Carhuapoma
2006) (Brito et al, 2014)

Otros usos tradicionales se relacionan a su uso para evitar la putrefaccion de
los tejidos postmorten. Las hojas frescas son usadas como condimento y

aromatizante para preparar embutidos. (Carhuapoma, 2006).

2.3.2 Estrés oxidativo y enfermedades cardiovasculares.

Evidencias a partir de la investigacion muestran que el Estrés Oxidativo (EO)
esta asociado con la patogénesis de la diabetes, obesidad, cancer,
envejecimiento, inflamacién, desordenes neurodegenerativos, apoptosis y
enfermedades cardiovasculares, resaltando el rol de los antioxidantes como

una forma de atenuarlas. (Georgiev et al, 2014). (Figura 1).

El EO, sucede por produccién excesiva de Especies Reactivas de Oxigeno
(ROS) o Especies Reactivas de Nitrégeno (RNS), o por disminucion de los
sistemas antioxidantes. El dafno celular se debe a la capacidad que tienen los
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radicales libres de actuar sobre las proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos
nucleicos de la célula. Cuando los radicales libres interactian con estos
componentes celulares, se originan alteraciones estructurales y funcionales.
Como consecuencia de ello, se produce un deterioro de la homeostasis de la
célula y la aparicién de diferentes enfermedades cronicas, e incluso la muerte
celular (Cuerda et al, 2011; Cruz et al, 2011) (Figura 2)
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Figura 1. Estrés oxidativo, su relacion con la patogénesis de
enfermedades y la participacion de los antioxidantes en su atenuacion.
(Adaptado de Georgiev et al, 2014)

ROS es un término colectivo que describe especies quimicas que son
formadas por una reduccidon incompleta de oxigeno, incluye al anién
superéxido (O2), peroxido de hidrégeno (H202) y radical oxidrilo (HO*). Por
otro lado RNS se refiere a todos los estados de oxidacidén y aductos reactivos
de nitrégeno producidos por la Oxido Nitrico Sintasa (NOS) a partir de éxido
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nitrico (NO), nitroxilo (NO-), Snitrosotiol (RSNO) y peroxinitrito (OONO-), como
productos de la reaccién entre NO y O2. (Afanasev, 2010, Yan et al, 2014).
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Figura 2. Determinantes de células vasculares de la generacion de superoxido
y el estado redox. El medio redox vascular se rige por el balance neto entre la generacion
de oxidantes y el metabolismo por enzimas antioxidantes y moléculas pequerias. En las
células vasculares, O2+- se sintetiza por las enzimas NAD(P)H oxidasa, xantina oxidasa,
lipoxigenasa, eNOS, iINOS desacoplada y como un subproducto de la respiracion
mitocondrial. Los niveles de O2¢- intracelulares, a su vez, estan estrechamente regulada por
las actividades de varias enzimas antioxidantes, incluyendo SOD, catalasa, GPXS, GSH
reductasa, G6PD, GSH-S-transferasa, y HO-1. De esta manera, el flujo oxidante a través de
la célula es regulada para mantener los niveles dentro del rango requerido para los procesos
de senfalizacion celular ambiental y el estrés oxidante limite. En contraste, un estado de estrés
oxidante no compensado se produce cuando hay un aumento en la produccién de oxidantes
en ausencia de estimulos fisiolégicos y/o una disminucién en la capacidad antioxidante celular
que resulta en exceso de acumulacion de especies oxidantes. (Adaptado de Leopold et al,

2009)

El EO interviene en la patogénesis de la diabetes y en las complicaciones
vasculares asociadas a la hiperglicemia, (Pitoco et al, 2010; Wu Yanling et al,
2014), (Figura 3).

A su vez la hiperglucemia se relaciona con disfunciones a diferentes niveles,
que orienta a sus enfoques farmacoterapéuticos actuales (Cornell, 2015)
(figura 4).
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Figura 3. Patogénesis y complicaciones de la diabetes (Adaptado de Pitoco et

al, 2010 y Wu Yanling et al, 2014)
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Figura 4. Factores determinantes de la hiperglicemia.

Cornell, 2015)

(Adaptado de

Los danos tisulares causados por la hiperglucemia se basan en cuatro
mecanismos relacionados al EO: 1) aumento del flujo de la via de poliol, 2)
activacién de PKC, 3) aumento de la produccion intracelular de los AGE
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(Advanced Glication End Products) y 4) sobreactivacién de la via de la
hexosamina (Wu Ying et al, 2014) (figura 5).
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Figura 5. Mecanismos relacionados al estrés oxidativo implicados en las
complicaciones de la DM2. (Adaptado de Wu Ying et al 2014)

Por otro lado, los modelos farmacolégicos preclinicos incluyen la
administracion de aloxano y estreptozocina (King, 2012; Szkudelski, 2001)
como agentes inductores de diabetes. Los mecanismos diabetdogenos

incluyen efectos oxidativos. (Figura 6).

Leopold (2009) relaciona la enfermedad cardiovascular aterotrombética con el
riesgo oxidativo, en la cual intervienen la dislipidemia, la disfuncién endotelial
y la inflamacion (figura 7).
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Figura 6. Mecanismo diabetégeno de la estreptozocina. La Estreptozocina (STZ)
entra a la célula beta pancredtica via GLUT-2. La accion intracelular de STZ resulta
en cambios de ADN en células B pancreaticas que comprende su fragmentacién,
siendo la principal razén de la muerte de las células B inducida por STZ la alquilacién
del ADN. El dafo en el ADN inducido por STZ activa la poli ADP-ribosilacion. Este
proceso conduce al agotamiento de NAD* celular, una mayor reduccién del contenido
de ATP y la posterior inhibicion de la sintesis y secrecion de insulina. La STZ puede
generar especies reactivas de oxigeno, que también contribuyen a la fragmentacién
del ADN y evocan otros cambios perjudiciales en las células. La formacion de aniones
superoxido resulta de una accion de la STZ sobre la mitocondria y el incremento de
la actividad de la xantina oxidasa. La STZ es un donador de éxido nitrico (NO), El
cual también destruye células de los islotes pancreaticos, esta molécula contribuye
al dafio del ADN inducido por STZ por varios mecanismos, uno es el aumento de la
actividad de la guanilato ciclasa y una mayor formacion de GMPc. Se encontré que
la restriccion de la generacién de ATP mitocondrial estd parcialmente mediada por
NO, esta molécula se une a la aconitasa que contiene hierro, inhibiendo la actividad
de la enzima. Entonces, la xantina oxidasa cataliza la reaccion en la que se forma el
anion superoxido. Como resultado de la generacién del anién superéxido se forma
peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo. EI NO y las especies reactivas de
oxigeno pueden actuar por separado o forman el peroxinitrito altamente tdxico
(ONQOO). Por lo tanto, los antioxidantes intracelulares o barredores de NO atenuan
sustancialmente la toxicidad STZ. (Adaptado de Szkudelski, 2001.)

La dislipidemia es un poderoso factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedad cardiovascular. En la practica clinica, los componentes que
habitualmente se manejan para valorar el riesgo cardiovascular de los

pacientes y para tomar decisiones terapéuticas son el colesterol total, el
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colesterol LDL, el colesterol HDL y, en menor medida, los triglicéridos. (Millan
et al, 2011; Bersot TP, 2012).
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Figura 7. Especies oxidantes reactivas y la patogénesis de la aterosclerosis.
En la pared del vaso, los oxidantes acumulados promueven la lesién de células
endoteliales y oxidan LDL nativa (oxLDL). Estas oxLDL son quimiotacticas para
monocitos circulantes, son absorbidos por macréfagos residentes para formar células
espumosas, y servir como nido para la formacion de la lesién aterosclerética. Un
exceso de oxidantes aumenta estos efectos por la oxidacion de componentes de HDL
para que sea disfuncional. El aumento de los niveles de oxidantes también funciona
como un enlace entre la respuesta inmune innata y adaptativa a la aterosclerosis.
Estos oxidantes promueven la agregacion de plaguetas y son quimiotacticas para las
células T circulantes, median el reconocimiento de células T de epitopos sobre
oxLDL, y activan las células T para convertirse en células T helper-1 y T helper-2,
que secretan mediadores inflamatorios y estimulan la formacion de anticuerpos
mediada por células B, respectivamente. Ademas, cuando los niveles de oxidantes
son elevados, las células T estan menos reactivas a los estimulos que limitan la
respuesta inmune. (Adaptado de Leopold et al, 2009)

Para entender las estrategias hipolipemiantes hay que revisar lo relacionado
al transporte de lipoproteinas, en la cual intervienen varias enzimas (3-hidroxi-
3-metilglutaril coenzima A [HMG-CoA] reductasa), lipoproteina lipasa, (ACAT:
acil coenzima A colesterol acetiltransferasa, que aparece en dos isoformas,

cataliza la sintesis intracelular de ésteres de colesterol en macrofagos, corteza
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suprarrenal, intestino y el higado), (LCAT: lecitina colesterol acetiltransferasa,
que sintetiza éster de colesterol en las particulas HDL), (CETP: proteina de
transferencia de ésteres de colesterol y PLTP: proteina de transferencia de
fosfolipidos, que intervienen en la transferencia de colesterol entre distintos
tipos de particulas lipoproteinas en el plasma, transportadores (NPC1L1),
receptores (PPARa) y mecanismos no especificos (secuestro de acidos
biliares) que pueden ser inhibidas o activados con el fin de favorecer un
equilibrio adecuado de los componentes lipidicos. (Rang, et al 2012) (Figura
8).
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Figura 8. Transporte de lipoproteinas y sitios de intervencion farmacolégica
actuales y sitios potenciales para el tratamiento de dislipidemias. (Adaptado de
Rang et al, 2012).

2.3.3 Plantas medicinales y alimentos ricos en flavonoides en relacion a
la prevencion de enfermedades cardiovasculares y su seguridad.
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Los antioxidantes de la dieta juegan un papel importante en la defensa frente
al envejecimiento (Schmitt-Schilling et al, 2005) y frente a las enfermedades
cronicas como la diabetes mellitus, el cancer y la enfermedad cardiovascular.
Sin embargo, los resultados obtenidos con estas sustancias (Vitamina C y
vitamina E) en los diferentes estudios de intervencion han sido controvertidos
(Cuerda et al, 2011; Cruz et al, 2011) en relacién a los resultados positivos
observados en estudios sobre marcadores de estrés oxidativo en modelos
animales (Jain et al, 2009).

Por otro lado los flavonoides son los mas comunes y ampliamente distribuidos
compuestos fendlicos de las plantas, que ocurren virtualmente en todas sus
partes, particularmente en las células fotosintetizantes. Los flavonoides son
una parte integral de la dieta animal y humana, siendo los flavonoles los mas
abundantes en los alimentos. Los flavonoides en los alimentos son
generalmente responsables del color, sabor, prevencion de la oxidaciéon de las

grasas y proteccion de vitaminas y enzimas. (Kumar 2013).

En relacién a enfermedades cardiovasculares se destaca que el consumo de
polifenoles limita el desarrollo de lesiones ateromatosas, inhibiendo la
oxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL colesterol) lo cual se
considera un mecanismo clave en las lesiones que ocurren en la
ateroesclerosis, ademas previene la disfuncion endotelial y vascular,
disminuyendo el tono vascular y la expresion de genes y crecimiento celular
relacionados a un ambiente proinflamatorio y protrombético (Grassi, 2010).
También se ha analizado la potencial utilidad de los flavonoides en la
prevencion de las cataratas (Steefek, 2011).

En relacion a la seguridad de los flavonoides, Kiselova (2011), manifiesta que
el uso de medicinas tradicionales, principalmente derivados de plantas
(suplementos dietéticos basados en compuestos fendlicos) para el manejo de
varias enfermedades de estilo de vida es una practica comun, muchos
pacientes demandan cada vez mas la sustitucion de los medicamentos
recetados por seguros, a menudo con alternativas naturales menos costosas.
Observa que existe un modo dual de accion potencial de los compuestos
fendlicos, es decir que sus acciones pueden variar de acuerdo a la dosis o las
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condiciones experimentales, lo cual puede significar riesgos potenciales si se
usan en dosis elevadas. Los posibles impactos perjudiciales de la utilizacién
de compuestos fendlicos se relacionan con: 1) actividades pro-oxidantes, 2)
actividades estrogénicas, 3) actividades cancerigenas, citotdxicas, 4)
actividades inductoras de apoptosis y 5) riesgo de interacciones

medicamentosas.

2.3.4 Potenciadores herbarios.

Un biopotenciador es un agente que no posee por si mismo actividad
farmacolégica inherente propia, pero cuando se coadministra con el farmaco,
aumenta su biodisponibilidad y eficacia. Fue descrita por primera vez por Bose
en 1929 que informé el aumento del potencial antiasmatico de las hojas
vasaka (Adhatoda vasica), combinando la pimienta larga con ella. El concepto
de "potenciadores de la biodisponibilidad" de origen natural se ha obtenido del
conocimiento antiguo del sistema de medicina ayurvédica. (Dudhatra et al,
2012; Ajazuddin et al, 2014)

"Trikatu" es una de las preparaciones ayurvédicas usadas entre el 7mo siglo
antes de Cristo y el siglo VI después de Cristo para el tratamiento de una
variedad de dolencias. Es una combinacion de pimienta negra (Piper nigrum
Linn.), pimienta larga (Piper longum Linn.) y jengibre (Zingiber officinale
Rosc.), que contiene el componente activo piperina, que aumenta la
biodisponibilidad de drogas, nutrientes. Varios farmacos debido a su baja
lipofilicidad o caracter zwitteriénico a pH fisiolégico, o debido a la hidrofilia
pobre o eflujo por glicoproteina P, son incapaces de cruzar las membranas
biolégicas. (Dudhatra et al, 2012; Ajazuddin et al, 2014)

Por lo tanto, el uso de biopotenciadores naturales ha ganado importancia en
el escenario actual para mejorar los parametros farmacocinéticos y por tanto,
la biodisponibilidad y eficacia de varios medicamentos potentes. (Dudhatra et
al, 2012; Ajazuddin et al, 2014)
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2.3.4.1 Mecanismos de accion.

Los diferentes mecanismos por los cuales actuan los biopotenciadores

naturales son:

a) Disminucion de la secrecion de acido clorhidrico y aumento del suministro
de sangre gastrointestinal,

b) Dificultan el transito gastrointestinal, el tiempo de vaciado gastrico y la
motilidad intestinal,

c) Modificaciones en la permeabilidad de la membrana celular del epitelio
gastrointestinal.

d) Efecto colagogo.

e) Propiedades bioenergéticas y termogénicas y

f) Supresion del metabolismo de primer paso e inhibicion de enzimas
metabolizadoras de farmacos y estimulacion de la actividad de la enzima
gamma glutamil transpeptidasa (GGT) enzima que potencia la captacion de
aminoacidos. (Dudhatra et al, 2012; Ajazuddin et al, 2014)

Estos mecanismos pueden reducir la dosis de farmaco, acortar la duracién del
tratamiento, reducir los problemas de resistencia a los farmacos, minimizar la
toxicidad de los farmacos y las reacciones adversas y reducir el coste de los
medicamentos. Los diversos agentes que poseen la capacidad de aumentar
la biodisponibilidad del Ingrediente farmacéutico activo (IFA) son piperina
(principal alcaloide vegetal presente en Piper nigrum Linn (pimienta negra) y
Piper longum Linn (pimienta larga), quercetina, naringina (principal glucésido
flavonoide que se encuentra en el pomelo, las manzanas, las cebollas y el té),
glicirrizina (un glucésido obtenido a partir de raices y estolon de Regaliz
(Glycyrrhiza glabra), jengibre (Z. officinale) es un rizoma que contiene
potentes componentes activos conocidos como gingeroles), capsaicina
(componente activo de los chiles Capsicum annuum), genisteina (Isoflavona
gue se encuentra en una serie de plantas dietéticas como la soja (Glycine
max) y el kudzu (Pueraria lobata), niaziridina (glicésido de Moringa oleifera),
curcumina, un polifenol de Curcuma Longa “palillo”; sinomenina, un alcaloide
obtenido de Sinomenium acutum. (Dudhatra et al, 2012; Ajazuddin et al, 2014)
(Figura 9).
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Mecanismo de potenciacion de la biodisponibilidad de bioactivos a base de hiebas
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Figura 9. Mecanismo de mejora de la biodisponibilidad de diferentes bioactivos
naturales. (Adaptado de Ajazuddin et al, 2014).

La quercetina, en pruebas preclinicas ha demostrado mejorar la
biodisponibilidad de paclitaxel (antineoplasico), verapamilo (antianginoso),
diltiazem (antianginoso), tamoxifeno (antineoplasico antiestrégeno),
fexofenadina (antihistaminico H1), etopdsido (antineoplasico),
epigalocatequina galato (flavonol mayoritario del extracto del té verde),
doxorubicina, un antineoplasico y pioglitazona, un antidiabético. (Dudhatra et
al, 2012; Ajazuddin et al, 2014)
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CAPITULO 3: METODOLOGIA.

3.1 Materiales.

3.1.1 Material biolégico.

Hojas de Luma chequen (Molina.) A. Gray “rayan castilla”. La planta fue
recolectada en la comunidad de Gueushaj, Pomabamba, Ancash (2,948
msnm). La identificacion taxondémica fue realizada en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Dicha ubicacién
sistematica fue ratificada mediante constancia N° 040-USM-2007 (anexo 1)
siendo determinada por el Mg. Hamilton Beltran.

Se empleé ratas albinas hembras (220 £ 10 g) y machos (320 + 20 g) cepa
Holtzman (Rattus norvegicus) procedentes del bioterio del Instituto Nacional
de Salud del Ministerio de Salud; con agua y comida a libertad; luz/oscuridad
de 12 h.

3.1.2. Reactivos:

o Aceite de oliva extra virgen. El olivar

e Colesterol al 97% Sigma

e Etanol absoluto Sigma

e Glucosa anhidra Sigma.

e Estreptozocina Sigma.

e Atorvastatina 20 mg/comp (Lab. AC Farma).

¢ Glibenclamida 5 mg/comp (Lab. Marfan).

e Reactivos necesarios para el screening fitoquimico y para realizar el
fraccionamiento del extracto etandlico.

3.1.3. Equipos de laboratorio.
Percolador, embudo de decantacién, columna cromatografica de vidrio,
evaporador rotatorio (HEIDOLPH LABORATORA 4000).
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3.2 Identificacion de los metabolitos secundarios.

3.2.1 Obtencion del extracto etandlico por percolacion. (Surie, 1993)

El secado de la planta se realiz6 en un ambiente con buena ventilacion y
acondicionado para evitar el ingreso de insectos y aves, el material vegetal
fue puesto sobre una malla a unos 40 cm. del nivel del suelo, removiendo tres
veces al dia por un periodo de 15 dias. Posteriormente solamente las hojas
se separaron y se trozaron de forma manual y conservaron en frascos de

vidrios herméticos de color ambar.

Se coloc6 1 Kg. de hojas secas pulverizadas en un recipiente, humectando
con una cantidad apropiada de menstruo (etanol 96%) y se dejé reposar por
espacio de 4 horas en un recipiente cerrado. Después de lo cual se colocd
ésta en el percolador adicionandole suficiente menstruo para saturar la masa,
se cerrd herméticamente y se dejé macerar la muestra durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se procedié a percolar a goteo lento afadiendo
suficiente menstruo y percolando hasta agotamiento. El extracto fue
concentrado hasta evaporar el disolvente en un evaporador rotatorio a una
temperatura no mayor de 40°C; una parte se reservé para el estudio
fitoquimico y la otra para el estudio farmacoldgico y toxicoldgico.

3.2.2 Screening fitoquimico.

Se realizé para detectar los metabolitos secundarios, mediante una marcha
fitoquimica basandose en la extraccion por solventes de diferente polaridad,
segun figura 10. Separadas las fracciones se procedi6 a realizar las
reacciones de coloracion y precipitacién para identificar flavonoides, grupos
fendlicos libres, taninos, triterpenos y esteroides, leucoantocianidinas y
catequinas, naftoquinonas y/o antraquinonas, alcaloides, saponinas vy
aminoacidos. (Lock, 1994; Dominguez, 1985)

3.2.3 Fraccionamiento del extracto etandlico.

El extracto etandlico seco (95 g) se sometié a una particién con una mezcla
de diclorometano:agua (1:1) y se procedid a extraer con porciones de
diclorometano hasta agotamiento, obteniéndose el extracto de diclorometano.
(Figura 11).
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Figura 10. Screening fitoquimico en hojas de Luma chequen.

Seguidamente se procedid a extraer la fase acuosa remanente con acetato de

etilo, esto constituye el extracto de acetato de etilo y finalmente se obtiene un

residuo acuoso, los extractos obtenidos se llevaron a sequedad y se realizaron
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en ellos ensayos de coloracion y/o precipitacion para identificar los
metabolitos secundarios presentes.

Extracto etandlico

Particion con
H20O. CH: Cl» (1 31)

Extracto Extracto
diclorometano acuoso
| |
Extracto Acetato Residuo
de etilo acuoso

Figura 11. Fraccionamiento del extracto etandlico.

3.2.4 Aislamiento de metabolitos secundarios.

3.2.4.1 Técnicas cromatograficas empleadas.

e Cromatografia en capa fina (CCF).
Las cromatografias en capa fina se realizaron sobre cromatofolios (20 x 20
cm) de gel de silice tipo G, de 0.25 mm de espesor, con indicador de
fluorescencia a 254 nm, de las empresas Schleicher & Schuell, F 1500/LS
254 y Panreac 60-250 UV2s4. Las placas se revelaron con 6leum (disolucién
de H2S04 4%, CH3COOH 80%, H20 16%) y posterior calentamiento a 120
°C.

e Cromatografia preparativa en capa fina (CCFP)
Se utilizaron placas (20 x 20 cm) de 1 mm de espesor de gel de silice tipo
G, con indicador fluorescencia a 254 nm, de las empresas Schleicher &
Schuell G 1510/LS 254, Merck Silica gel 60 f2s4 y Macherey-Nagel SIL G-100
UVzsa. La cantidad de muestra a sembrar en estas placas es de unos 40 mg,
usandose para la elusién diferentes tipos de mezclas de disolventes. La
deteccion de los productos sobre las placas se realizaron por fluorescencia
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con luz ultravioleta a 254 y/o 360 nm, o pulverizando 6leum sobre el borde,
después de proteger convenientemente el resto de la placa con una lamina
de vidrio, y posterior calentamiento de la zona tratada con una pistola de

calor.

e Cromatografia en columna
En la realizacién de columnas cromatograficas (secas, humedas) se emplea
gel de silice fina, de 0.063 — 0.200 nm de diametro, de la empresa Merck. En
este caso se empled el método de columnas humedas, las cuales se
montaron vertiendo el gel suspendido en un disolvente, con posterior
compactacion por presion, la mezcla a resolver se coloca, como cabeza de
columna, adsorbida en gel de silice gruesa, de 0.2 — 0.5 nm de diametro, de
la empresa Merck. Las columnas que usan como soporte Sephadex LH — 20,
que suministra la empresa Pharmacia Fine Chemicals, requieren una previa
estabilizacion del polimero en suspension con metanol (4.1 ml/gr) durante,
al menos, doce horas; luego se vierte en la columna y se deja reposar
durante una hora, aproximadamente. Esta columna se estabiliza,
posteriormente en la disolucidon que se va a usar como eluyente, para lo cual
se eluye tres veces la cantidad correspondiente el volumen muerto. El
eluyente utilizado fue n-hexano — cloroformo — metanol (2:1:1). La muestra a
cromatografiar se coloca en la cabeza de la columna disuelta en una

cantidad de eluyente no superior al 5 % del volumen muerto de la columna.

3.2.4.2 Tratamiento del extracto de acetato de etilo (12 g).

El extracto de acetato de etilo que dio positiva la reaccién de Shinoda, se
fraccioné cromatograficamente por columna utilizando Sephadex LH- 20
como medio adsorbente, y como eluyente se utilizé una mezcla de metanol:n—
hexano:diclorometano (2:1:1), se obtuvieron 48 fracciones las cuales se
analizaron y compararon por cromatografia en capa fina, lo que permitié
agruparlas en 5 fracciones: A, B, C, D y E. Segun se puede apreciar en la
figura 12.

Tratamiento de la fraccion B.

Por ser la fraccidn que presenté mayor actividad hipocolesterolémica en un
estudio piloto, fue nuevamente cromatografiada en columna utilizando
Sephadex LH-20. Para aislar el o los metabolitos responsables de la actividad.
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Se obtuvieron 20 fracciones, que se agruparon de la siguiente manera B, Bo,
Bs, B4 y Bs. De las fracciones B1y Bz, se obtuvo un pp de color amarillo que
dio positiva la reaccion de Shinoda y al que denominamos HTMj.

Los productos de las fracciones Bs, B4, Bs fueron aislados por cromatografia
de capa fina preparativa, obteniéndose otros compuestos con estructura
flavonoide a los que denominamos HTMz2, HTMs.

Extracto de Acetato de Etilo
de Luma chequen (12 g)

s

Columna
Sephadex LH-20

@”@@

L L

9-10 12-48
39 59 19 19 29

Figura 12. Fraccionamiento cromatografico del extracto acetato de etilo

de Luma chequen.

3.2.4.3 Elucidacion estructural.
Para la elucidacién estructural de los metabolitos secundarios se empled
Espectroscopia ultravioleta (UV).

Los espectros de ultravioleta se efectiian con el producto disuelto en metanol
en una celda de cuarzo de 1 ml de volumen y con un paso de luz de 10 mm.
Se utiliza el aparato Jasco V-560. Los valores de la longitud de onda de

absorcion (1) de la muestra se expresan en nm.
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Se tomaron los espectros UV, en metanol de los compuestos HTM1, HTMz,
HTMs, asi mismo fueron comparados con muestras patrones de flavonoides,

aislados anteriormente en el laboratorio.

3.3 Métodos de estudio toxicologico y farmacologico.

Los experimentos fueron realizados de acuerdo a las recomendaciones sobre
principios rectores internacionales para la investigacion biomédica con
animales (CIOM — ICLAS, 2012). El extracto etandlico fue disuelto en aceite
de oliva extra virgen para su administracién, debido a su poca solubilidad en

vehiculos usados normalmente. (Vinayagam et al, 2012).

3.3.1 Evaluacion de la toxicidad aguda oral del extracto etandlico de las
hojas de Luma chequen.

Tuvo como propdsito estimar la dosis letal media y a partir de alli establecer
las dosis a ensayar respetando un indice Terapéutico (IT) cercano a 10
(Osterhoudt K, 2012). Se realizé de acuerdo al principio de la prueba limite a
2000 mg/Kg por via oral para sustancias con baja toxicidad de la directriz N°
425 (2008) de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OCDE, 2008). Se realiz6 en 10 ratas cepa Holtzman, hembras nuliparas y no
gestantes de 200 a 240 g de peso. Cinco de las cuales recibieron el extracto
y 5 recibieron solo el vehiculo (grupo control). Los animales se mantuvieron
en ayunas durante la noche antes del experimento y bajo condiciones
estandar. Se procedié a administrar el extracto a la dosis mencionada en un
volumen de 1 ml/100 g. en forma secuencial cada 24 horas. Se observo a los
animales para detectar cambios en el peso corporal (inicio, 7 y 14 dias), y la
mortalidad por un periodo de 14 dias después del tratamiento. Se control6 y
observé los cambios de comportamiento las modificaciones del pelo y la piel,
0jos y membranas mucosas, del aparato respiratorio, circulatorio, el sistema
nervioso autbnomo y central, la actividad somato-motriz y el comportamiento.
La atencién se dirigié a la observacion de temblores, convulsiones, salivacion,
diarrea, letargo, sueno y coma. Al término se sacrific6 a los animales con
sobredosis de pentobarbital sddico (80 mg/Kg) y se realizd la necropsia para
el andlisis macroscépico e histolégico de aorta, corazoén, higado y rifndn. En la
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prueba con cinco animales la DLso es mayor que la dosis de prueba (2000

mg/kg) cuando tres 0 mas animales sobreviven.

3.3.2 Determinacion del efecto hipoglicemiante.

3.3.2.1 Determinacion del efecto hipoglicemiante del extracto en dosis
unica en ratas normoglicémicas.
Se realiz6, siguiendo la técnica de Pérez et al, 2011 y Gupta et al, 2005
modificada en 15 ratas de divididas en forma aleatoria en 3 grupos de 5 ratas
cada uno. El grupo 1 (control, recibié aceite de oliva 0,5 mL, via oral), los
grupos 2 y 3 (tratados) recibieron el extracto a dosis de 200 y 400 mg/kg, via
oral, respectivamente. A las ratas en ayunas de 18 horas con acceso libre al
agua, se les determiné la glucosa sanguinea basal en una gota de sangre
obtenida de la cola, mediante un glucometro Acutrend plus Roche (Mufioz et
al 2013). Enseguida se les administr6 a cada grupo, el disolvente, y el extracto
a las dosis mencionadas mediante sonda intragastrica. Luego se control6 la
glucosa sanguinea a los 30, 60 y 120 min. Posteriormente se determiné el
porcentaje de variacién de la glucemia en el tiempo. Segun formula:

% Variacion = 522 X 100

Go

Donde Go es la glucemia inicial (mg/dl) y Gt la glucemia (mg/dl) a diferentes

intervalos de tiempo.

3.3.2.2 Tolerancia a la glucosa en ratas normoglicémicas.

Se realizd, siguiendo la técnica de Pérez et al, 2011 y Gupta et al, 2005
modificada. Se realizé en 15 ratas, divididas en forma aleatoria en 3 grupos
de 5 ratas cada uno. El grupo 1 (control, recibié aceite de oliva 0,5 mL, via
oral), el grupo 2 (tratado) recibio6 el extracto 400 m/Kg, via oral, administrado
en dosis Unica), el grupo 3 (tratado) recibi6 el extracto 400 mg/Kg, via oral,
administrado crénicamente 1 vez al dia por 7 dias. A las ratas en ayunas de
18 horas, se les determino la glucosa sanguinea basal en una gota de sangre
obtenida de la cola, mediante un glucometro Acutrend plus Roche (Mufioz et
al 2013), luego se les administré a cada grupo, el disolvente o el extracto
respectivamente por via oral mediante sonda intragastrica. Luego de 30
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minutos se les administré glucosa 2 g/Kg por via intraperitoneal (IP). Se les
controlé la glucosa sanguinea a los 30, 60 y 120 minutos. Se calcul6 el
porcentaje de glucemia inducida (% 1G) después de la carga de glucosa en
los intervalos de tiempo para el control y grupos tratados de la siguiente
manera:

Gt-Go

%1G= X100
Go

Donde Go es la glucemia inicial (mg/dl) y Gt la glucemia (mg/dl) a diferentes

intervalos de tiempo después de la carga de glucosa oral.

3.3.2.3 Evaluacion del efecto hipoglicemiante en ratas diabéticas por
estreptozocina (STZ)

El propésito fue evaluar si la administracion cronica del extracto atenua la
hiperglicemia relacionado al dafio oxidativo de la STZ provocado a las células
beta pancreaticas (King, 2012; Szkudelski, 2001). Se procedid, siguiendo la
técnica de Pérez et al, 2011 y Gupta et al, 2005 modificada. Se indujo la
diabetes en las ratas por administracion en dosis Unica de STZ (45 mg/Kg) via
IP, recién preparada en tampdn de citrato pH 4,5; 0,1 M. Se realiz6 en 15
ratas, divididas en forma aleatoria en 3 grupos de 5 ratas cada uno, siguiendo
el siguiente diseno: El grupo 1 (control): STZ mas aceite de oliva, grupo 2
(tratado): STZ mas extracto 400 mg/Kg, grupo 3 (estandar) STZ mas
glibenclamida 5 mg/Kg (Singh et al, 2007). El disolvente, el extracto y el
farmaco estandar se administraron durante 14 dias, controlandose la glucosa
sanguinea y el peso de las ratas antes del experimento, a los 7 y 14 dias. Se
calculé el porcentaje de glucemia inducida (% IG) después de la
administracion de STZ en los intervalos de tiempo para el control y grupos
tratados de la siguiente manera:
Gt - Go

%IG= X100
Go

Donde Go es la glucemia inicial (mg/dl) y Gt la glucemia (mg/dl) a diferentes

intervalos de tiempo después de la carga de glucosa oral.
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3.3.3 Evaluacion del efecto hipolipemiante y antiaterogénico en ratas
dislipidémicas por suplemento de colesterol.

El propésito fue evaluar si la administracion continua del extracto atenua la
dislipidemia y aterogenicidad inducida por la administracion crénica de
colesterol en ratas (200 mg/Kg) por via oral durante 30 dias (Hirunpanich et
al, 2006) modificada. Se realiz6 en 25 ratas, divididas en forma aleatoria en 5
grupos de 5 ratas cada uno, siguiendo el siguiente disefio: grupo 1 (blanco):
aceite de oliva; grupo 2 (control): colesterol mas aceite de oliva; grupo 3
(tratado): colesterol mas extracto 400 mg/Kg; grupo 4 (tratado): colesterol mas
extracto, mas atorvastatina 10 mg/Kg (Zarei et al, 2014); grupo 5 (estandar):
colesterol mas atorvastatina 10 mg/Kg. Al final del experimento se extrajeron
las muestras de sangre por puncién intracardiaca determinandose los niveles
de colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, colesterol VLDL y
triglicéridos. El peso corporal de las ratas fue evaluado antes y al final del
experimento. Se calculd los porcentajes de variacidbn de los parametros
evaluados para su analisis respectivo. Adicionalmente, se realiz6 estudios en
cortes histolégicos de arteria aorta, cerebro, higado y rifién en el Instituto de
Patologia — Sede Hospital Loayza, analizados por el Dr. Ernesto Raéz, para
observar los efectos del extracto etandlico de Luma chequen sobre estos

tejidos, principalmente el posible efecto antiaterogénico.

3.3.4 Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos en este estudio se expresaron en valores promedios
y sus desviaciones estandar, efectuandose ademas pruebas inferenciales
intragrupos y entre grupos, paramétricas y no paramétricas. Se trabaj6é con un
nivel de significaciéon de 0,05; considerandose significativo un p<0,05. El
analisis de los resultados se realizé usando los programas Stata for Windows

(versidén 12,0) y Graph Pad Prism for Windows (versién 6,05).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hirunpanich%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16213683

CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Presentacion de resultados.

4.1.1 Del estudio fitoquimico.
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Tabla 1. Metabolitos secundarios identificados en el screening
fitoquimico.
REACCION FRACCION RESULTADO

Shinoda A +

Flavonoides D +
E +

Tricloruro Férrico A +

Grupos Fendlicos Libres

Gelatina A +

Taninos

Lieberman Burchard B +

Triterpenos y Esteroides C +
D -

Rosenheim E +

Leucoantocianidinas y Catequinas D -

Borntrager B -

Naftoquinonas y/o Antraquinonas

Draggendorff, Mayer, Wagner CD --

Alcaloides CD --

CD --

Espuma

Saponinas F -

Grignard Droga Cruda -

Glicésidos Cianogéneticos

Ninhidrina

Aminoécidos A -

Fuente: Datos tomados de la investigacién
Donde (-) = ausente; (+) = presente
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Tabla 2. Resultado de las reacciones de coloracion efectuadas sobre los

extractos de Luma Chequen.

EXTRACTOS
Diclorometano Acetato de Etilo
FeCls - +
Shinoda - +
Taninos - +
Lieberman- + -
Burchard

Residuo Acuoso

Fuente: Datos tomados de la investigacion.
Donde (-) = ausente; (+) = presente

Elucidacion estructural de compuesto HTM+

El compuesto HTM1 fue de una de las fracciones, aislado como un sélido de

color amarillo, soluble en MeOH, dio positiva la reacciéon de Shinoda color rojo

intenso, indicativo de un compuesto de tipo flavona o flavonol confirmado por
la intensificacidn del color amarillo por exposicion del cromatograma a vapores
de amoniaco. Los espectros UV del compuesto en MeOH (Figura 13)
muestran los siguientes valores: Amax™ 255, asociado Bl, 287, 376 asociados

Bll, por la presencia de un OH libre en carbono 3. HTM1 fue cromatografiado

con una muestra patrén del flavonoide quercetina en diferentes sistemas de

solventes CHCI3:MeOH (8:2), EtOAC:MeOH (9:1), (CHCI3:Me2CO:HCO:z2H

(9:2:1), obteniéndose el mismo Rf.

Se propone que la estructura de HTM1 corresponde al flavonoide Quercetina.

Figura 13. Espectro ultravioleta del compuesto HTM1.

Quercetina

OH

OH
HO. 0.
L

[ Tom
OH O
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Elucidacion estructural compuesto HTM:2
El compuesto HTM:z fue aislado como un sélido de color amarillo verdoso,

soluble en MeOH y en soluciones acuosas alcalinas, debido a la coloracion
purpura que presenté el compuesto en CCF a la luz UV/366 nm y al color rojo
intenso que dio a la prueba de Shinoda, se pensé en un compuesto flavonoide

de tipo flavonol 3-OH sustituido por los resultados obtenidos de su espectro
UV en MeOH (Figura 10) Amax™ 256, asociado Bl, 314, 364.5 asociado Bll,

por la presencia de un OH sustituido en carbono 3. (Figura 14)
Se propone que la estructura de HTM2 corresponde al flavonoide rutina.
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Figura 14. Espectro UV del flavonoide HTM..

Elucidacion estructural compuesto HTMs.
Se present6 como un sdlido de color amarillo, soluble en cloroformo etanol y

metanol, dio positiva la reaccion de shinoda, fue cromatografiado
comparativamente con HTM: y HTM2, dando un Rf distinto, los
desplazamientos de su espectro UV, fueron comparados con los de otros
flavonoides, observandose valores similares para el quercetin 3-metil- eter,
comparado cromatograficamente con una muestra patron de este flavonoide,
resultdé con el mismo Rf, por lo que se propone que la estructura de HTMs

corresponde al quercetin 3- metil-éter. (Figura 15).
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Figura 15. Espectro UV del flavonoide HTM3

4.1.2 Del estudio toxicoldgico y farmacoldgico.

4.1.2.1 Toxicidad aguda por via oral dosis limite 2000 mg/Kg.
No se observd mortalidad, las ratas manifestaron ligera sedacion (ataxia) de

aproximadamente 1 hora de duraciébn. No se evidencido presencia de

temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, suefo y coma. En el examen

macroscopico de los principales érganos no se observé cambios significativos.

El resultado histolégico referencia: corazén y aorta (sin alteraciones
significativas); rifdn (probablemente toxico); higado (probablemente toxico).

Tabla 3. Efecto del extracto de Luma Chequen sobre el peso corporal en
el estudio de toxicidad aguda por via oral en ratas hembras.

Peso corporal (g = DE)

Basal 7 dias 14 dias

Grupo control 221£10.68 2371150 249+11.2

Grupo tratado  223.2+8.09 238.8+£8.66 256 +5.96

Fuente: Datos tomados de la investigacidn. No existe variacion
significativa en la evolucion de los pesos de las ratas de los grupos
control y tratado (2000 mg/Kg).
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Figura 16. Efecto del extracto de Luma Chequen sobre el peso corporal
en el estudio de toxicidad aguda por via oral en ratas. Se observa que no
hay diferencia significativa en las curvas de crecimiento entre el grupo tratado
y control, lo que indicaria que la administracion del extracto a dosis de 2000
mg/Kg no tendria un efecto toxico agudo apreciable.

Tabla 4. Efecto del extracto de Luma Chequen administrado en dosis
unica sobre la glucemia en ratas hormoglucémicas.

Glucemia mg/dL

Grupo Experimental

Basal 0.5h 1h 2h
Control 99.6 + 2.65 9521466 946+294 93.2+3.96
Extracto 200 mg/Kg 101 £3.19 100 £10.51 102+14.71 97 +8.69
Extracto 400 mg/Kg* 101.4+£599 83.2+x453 851438 88.6 £ 6.11

Fuente: Datos tomados de la investigacién. No hubo diferencias significativas
en la glucemia con las dosis de extracto administradas, en los periodos de
tiempo, en relacion al grupo control.
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Figura 17. Efecto del extracto de Luma Chequen administrado en dosis
unica sobre la glucemia en ratas. Se observa una disminucién de la
glucemia hasta la hora con la dosis de 400 mg/Kg, pero estadisticamente no

significativa.

Tabla 5. Efecto del extracto de Luma Chequen sobre la glucemia de ratas

normoglicémicas en la prueba de tolerancia a la glucosa.

Grupo Experimental Glucemia Glucemia mg/dL+ DE
Basal 05h 1h 2h
Control 89.4 +6.8 161.4 £18.89 135.4+13.85 105.4+12.27

Extracto 400 mg/Kg
o 85.25 £ 6.53 94.6 + 8.38" 79.5 + 3.64" 73.5 +8.08"
(dosis Unica)

Extracto 400 mg/Kg

88.45 £ 4.96 137.6 £5.00 104.4+7.12 97 £9.27
x 7 dias

* Posee Diferencia significativa con respecto al control Test de Dunn’s (p<0,05)
Fuente: Datos tomados de la investigacién. Se observa que el extracto (400
mg/Kg) a dosis Unica atenua significativamente el aumento de la glucemia en los
periodos de tiempo, relacionados posiblemente a las acciones de los compuestos
bioactivos identificados. Disminuy6 el porcentaje de glucemia inducida 12.35%
(0,5 h), -7.04% (1 h) y -13.8% (2 h) con p<0,05, en comparacion al grupo control
(anexo)
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Figura 18. Efecto del extracto de Luma Chequen sobre la glucemia de
ratas normoglicémicas en la prueba de tolerancia a la glucosa. Se
observa que el extracto (400 mg/Kg) administrado en dosis Unica, inhibe de
forma significativa la elevacion de la glucemia en comparacion al grupo

control.

Tabla 6. Efecto del extracto de Luma Chequen sobre la glucemia de

animales hiperglicémicos por estreptozocina.

Grupo Experimental Glucemia mg/dL + DE Variacion (%) a
Basal 7 dias 14 dias los 14 dias

Control (STZ) 97317 326.8 £+ 19.85 380 +18.89 +290.54
Tratado ((STZ + extracto 400

95.8 +5.64 266 +20.83" 291.8 £ 12.29* + 203.75
mg/Kg)
Estandar (STZ + Glibencla.

98.6 + 5.31 337.4 + 27.69 398.6 + 54.60 +304.26
5 mg/Kg)

*Existe diferencia significativa con respecto al control Test de Dunn’s (p<0,05)
Fuente: Datos tomados de la investigacion. Se observa que el extracto (400
mg/Kg) disminuye la hiperglucemia ocasionada por estreptozocina,
posiblemente relacionada a las acciones antioxidantes de los compuestos
bioactivos identificados, lo cual impediria la destruccidn de las células beta
pancredtica. Disminuyé el porcentaje de glucemia inducida por STZ
(203,75%) en comparacion al control (290,51%). (p<0,05)
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Figura 19. Efecto del extracto de Luma Chequen administrado sobre la
glucemia de ratas hiperglicémicas por estreptozotocina. Se observa que
el extracto (400 mg/Kg) atenta de modo significativo la hiperglicemia causada
por la STZ a los 7 y 14 dias. Glibenclamida no ejerce influencia sobre la
hiperglucemia, debido a que su mecanismo accioén se relaciona al aumento de

liberacion de insulina por las células Beta pancreética.
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Figura 20. Efecto del extracto de Luma Chequen en la variacion de peso
corporal de las ratas hiperglucémicas por estreptozotocina. Se observa
el extracto (400 mg/Kg) atenta de modo significativo la pérdida de peso
causada por la STZ a los 14 dias. *Posee diferencia con respecto al control
Test de Dunnet (p<0,05). El efecto nocivo de STZ sobre las células beta,
impide la liberacion de insulina, lo cual produce hiperglicemia severa y
saturacion de transportadores a nivel tubular renal, con aparicion de glucosa
en orina, la cual induce gluconeogénesis (produccion de glucosa a partir de

grasay proteinas). Fuente: Datos tomados de la investigacién. (Tabla en anexo)
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Tabla 7. Efecto hipolipemiante del extracto de Luma Chequen en ratas.

Grupo Experimental Perfil Lipidico mg/dL Promedio % D.E.
Colesterol Trigliceridos HDL LDL VLDL

Aceite oliva extra virgen (AOE) 121.7 +1.53 87.67+12.01* 41+1562  63.13+16.27 17.53+2.4*
Colesterol 200 mg (C) + ACE 1443 +1850  127.7+13.87 3567 +3.01 83.13+1943 2553+277
C + Extracto 400 mg/kg 138.7+10.79  94.33£16.50* 41.67+9.02 78.13+17.33 18.87 +3.3*
C + Ext + Atorvastatina 10 mg/kg 110 + 10.54 80.67 +8.51* 3567 £4.16  58.2+1252  16.13+1.7*

C + Atorvastatina 10 mg/kg 124.7 +8.08 96.67+7.51 4133 +1.16 64 +10.74 19.33+1.5

* Posee diferencia significativa con respecto a C + AOE (p < 0,05) Test de
Tukey. Se observa que la administracién del extracto (400 mg/Kg) disminuye
en forma significativa de los niveles sanguineos de triglicéridos y VLDL,
ademas sinergiza el efecto de la atorvastatina (no significativa) sobre los
mismos parametros, que se relacionaria al efecto potenciador de la quercetina
presente en el extracto. Disminuyé el nivel de triglicéridos y VLDL en 25.9% y

26,1% (p<0,05) respectivamente. (Anexo)
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Figura 21. Corte histologico de aorta de rata suplementada con colesterol
mas aceite de oliva (vehiculo). Esclerosis incipiente con presencia de
macréfagos y depdsitos de colesterol en la media.

Figura 22. Corte histoldgico de aorta de rata suplementada con colesterol
mas extracto (vehiculo aceite de oliva). Discreto engrosamiento de la
intima, sin alteraciones.
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4.2 Discusion de resultados.

En esta investigacion se comprobd en el extracto etandlico de hojas Luma
Chequen la presencia de compuestos bioactivos (Ver tabla 1), resaltando los
flavonoides, leucoantocinidinas y catequinas, taninos, triterpenoides y
esteroides; ademas se identificd tres flavonoides: quercetina, rutina y
quercetina 3-metil éter; relacionado parcialmente a los compuestos
lumaflavanonas descrito por Labbé et al (2002); Simirgiotis et al (2013)
describi6 en L. chequen 10 compuestos en las frutas y 16 en las partes aéreas
(hojas y tallos), siete fueron identificados como taninos o sus monémeros, 15
fueron derivados de flavonoles y cinco antocianinas, comprobando en
extractos de partes aéreas actividad antioxidante. Brito et al, 2014 estudié
especificamente las bayas de Luma chequen confirmando la presencia
antocianidinas (Delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina),
acidos fenolicos (acidos feruloilquinico, &cido clorogénico y acido
neoclorogénico) y cinco flavonoles (hiperdsido, isoquercitrina, quercetina,
rutina, miricetina y isorhamnetina), confirmando la actividad antioxidante
mediante los ensayos FRAP, DPPH y el ensayo de actividad de captacién de
anion superoxido (SA). El etanol utilizado para la obtencidén del extracto es
posible que haya arrastrado parte del aceite esencial, en relacién a la
fragancia caracteristica del extracto, pero también suma su propiedad
antioxidante descrita para esta especie de la familia Mirtaceae (Carhuapoma,
2005). La reconocida actividad antioxidante de sus componentes planteé la
investigacion de la influencia de esta planta en enfermedades caracterizadas
por su etiologia y complicaciones relacionadas al estrés oxidativo como la
diabetes, dislipidemia y ateroesclerosis (Georgiev et al, 2014; Pitoco et al,
2010; Wu Yanling et al, 2014).

El extracto insoluble en agua no se pudo suspender en goma arabiga, se
disolvié en Twin 80 al 20%, sin embargo, esta concentracién era demasiado
alta para ser administrada cronicamente; por tal motivo el extracto se disolvié
en aceite de oliva extra virgen, lo que brindo mayor seguridad en los estudios
en animales (Vinayagam et al, 2012).
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Los resultados del estudio de toxicidad aguda clasifico al extracto en la
categoria 5 (= 2000 < 5000 mg/dia) segun The Globally Harmonized System
of Classification and Labeling of Chemicals (GHS), 2011, con la indicacion de
peligro: “Puede ser nocivo en caso de ingestion” y esta destinada a permitir la
identificacion de sustancias que tengan un peligro de toxicidad aguda
relativamente bajo pero que en determinadas circunstancias pueden
representar un peligro para poblaciones vulnerables. Segun el criterio de
Williams para productos naturales administrados por via orogastrica a dosis
Unica por via oral en ratones se clasifica como “ligeramente toxico” (< 5000
mg/Kg) (CYTED, 1995). La dosis letal media (DL50), ensayados en ratones
albinos, del aceite esencial de la misma planta fue de 906.1140 mg/kg
(Carhuapoma, 2005) indicaria una mayor toxicidad aguda que el extracto
etandlico obtenido de la misma planta. Los estudios histoldgicos indican
alteraciones a nivel renal y hepéatico, los cuales tendrian que verificarse en

estudios especificos.

Se observa un efecto hipoglicemiante significativo en la prueba de tolerancia
a la glucosa (Ver tabla 5) indicando un posible mecanismo de accion
relacionado a aumento de liberacién de insulina de las células beta o acciones
extra pancreaticas que podrian incluir la estimulacién de la utilizacién de
glucosa periférica facilitando la translocacion de GLUT-4, favoreciendo la
reduccion de la glucosa sanguinea (Dornas et al, 2009). El anélisis del efecto
antihiperglicemiante observado en animales diabéticos por STZ (Ver tabla 6)
se relacionaria a que impide el aumento excesivo de la glucemia y a la
neutralizacion de la reduccion del peso dramatico observado en el grupo STZ.
Los efectos se deberian a la actividad antioxidante de los flavonoides y de
aceites esenciales presentes en el extracto etandlico, (Carhuapoma et al,
2005) inhibiendo uno de los mecanismos de accion téxica de la STZ
relacionado a la formacidén de especies reactivas de oxigeno, que también
pueden contribuir a la fragmentacién del ADN, por lo tanto, los antioxidantes
pueden atenuar sustancialmente la toxicidad de la STZ (King, 2012;
Szkudelski, 2001). La identificacion de tres flavonoides, quercetina, rutina y
quercetin-3-metil-eter refuerza el posible mecanismo de accién mencionado.

Los flavonoles, ejemplificados por quercetina y su glucésido precursor
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isoquercitrina, son potentes inhibidores no competitivos de GLUT-2,
disminuyen la absorcién intestinal de glucosa, ademas presentan un excelente
perfil de seguridad farmacoldgica, por ende serian potenciales agentes
farmacoldgicos en el tratamiento de la diabetes y la obesidad (Kwom et al,
2007). Dok-Go y col, (2003), encontraron que los flavonoides quercetina, (+)-
dihidroquercetina y la quercetina 3-metil éter aislados de las fracciones de
acetato de etilo de los frutos y tallos de Opuntia ficus-indica var. Saboten,
tenian actividades neuroprotectoras contra las lesiones neuronales oxidativas
inducidas en células corticales de rata cultivadas primarias y actividades
antioxidantes mediante el uso de tres diferentes ensayos bioldgicos libres de

células, siendo la quercetina 3-metil éter, la mas potente.

Los resultados indican también un efecto no significativo del aceite de oliva
sobre la hiperglicemia, por lo tanto un sinergismo con el extracto etandlico,
que tendria que evaluarse en estudio posteriores, dejando abierta la
posibilidad de un nutracéutico potencial a base del extracto etandlico y aceite
de oliva, aunado a su agradable fragancia.

Los resultados del experimento en ratas suplementadas con colesterol indican
efecto hipolipemiante significativo en relacion a la disminucion de los
triglicéridos y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Tabla 7), que
también se relacionan a la presencia de flavonoides y aceites esenciales, no
solo por acciones antioxidantes sino también por la inhibicién de enzimas
clave en el metabolismo de las lipoproteinas. Asi Anila et al (2002) encontr6
que los flavonoides de Emblica officinalis (10 mg/Kg/dia) inhibié a la HMG CoA
reductasa por lo tanto inhibe la sintesis de colesterol. Los flavonoides de
Emblica officinalis y Mangifera también aumentaron la excrecion fecal de
acidos biliares, relacionado al aumento de la actividad de la LCAT (Lecitina
Colesterol Aciltransferasa) implicada con el transporte de colesterol desde los
tejidos extra hepaticos hasta el higado para su degradacién. La accién
antioxidante de los flavonoides puede atenuar el proceso ateroesclerético al
neutralizar a las especies reactivas de oxigeno o nitrégeno, las cuales oxidan
a las LDL, que luego de ser absorbidos por los macréfagos se convierten en
células espumosas. (Figura 7) (Leopold, 2009). La accién antioxidante
también puede disminuir la disfuncién endotelial generada por la
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ateroesclerosis, al evitar la degradacion del éxido nitrico que se produce en el
endotelio, debido a que neutraliza a los radicales superéxido, los cuales

disminuyen su liberacidén o neutralizan al éxido nitrico (Born et al, 1999).

En relacidon a las implicancias clinicas de la reduccion de los triglicéridos y
VLDL, la Asociacion Americana del Corazéon (AHA, 2011) reafirma que los
triglicéridos no son directamente aterogénicos, sino que representan un
importante biomarcador de riesgo de enfermedades cardiovasculares debido
a su asociacion con particulas remanentes aterogénicas y apo ClIl. Segun la
AHA, la hipertrigliceridemia que resulta de bien un aumento de la produccién
o disminucidn de catabolismo de lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRL, por
ejemplo, quilomicrones y Lipoproteinas de muy baja densidad [VLDL]) influye
directamente en la composicion y el metabolismo de LDL y HDL. Por ejemplo,
la hipertrigliceridemia de la resistencia a la insulina (IR) es una consecuencia
de la lipdlisis de los adipocitos que resulta en el flujo de FFA (acidos grasos
libres) al higado y aumenté la secrecion de VLDL. Una mayor produccion de
triglicéridos de VLDL activa la proteina de transferencia de ésteres de
colesterol, lo que resulta en el enriquecimiento de triglicéridos de LDL y HDL.
El contenido de triglicéridos dentro de estas particulas es hidrolizado por
HTGL (lipasa de triglicérido hepatico), lo que resulta en particulas de HDL y
LDL densas y pequenas. Los estudios experimentales sugieren que la HDL
hipertrigliceridemica puede ser disfuncional, que las particulas de LDL
pequenas y densas pueden ser mas susceptibles a la modificacion oxidativa
y que un mayor numero de particulas aterogénicas puede influir
negativamente en el riesgo de CVD. Asimismo la AHA orienta principalmente
hacia un tratamiento no farmacol6gico, basado en modificaciones dietéticas y
reduccién del peso corporal.

Dentro de las modificaciones dietéticas actualmente se incluyen aditivos como
el aceite de oliva, el cual tiene propiedades medicinales importantes; en
nuestro estudio la combinacion de aceite de oliva mas el extracto permitié su
adecuada administraciéon. Llamé la atencion que la combinacion tenia un
aroma agradable, lo cual puede orientar a ser un candidato a nutracéutico

hipolipemiante con propiedades antioxidantes.
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También se observa un sinergismo del efecto hipolipemiante de la
atorvastatina mas el extracto para controlar el nivel de triglicéridos vy
lipotroteinas de muy baja densidad (VLDL), lo cual se relacionaria al efecto
biopotenciador referenciado para varios compuestos naturales polifendlicos,
entre ellas la quercetina, que se fundamenta en su capacidad para aumentar
la biodisponibilidad del hipolipemiante, relacionado a la inhibicién de la
CYP3A4 y la glucoproteina P. (Dudhatra et al, 2012) (Ajazuddin et al, 2014).

En relacion a los datos de los estudios histolégicos, se observa disminucién
de las lesiones escleréticas en los cortes histolégicos de aortas de ratas
suplementadas con colesterol que recibieron el extracto, lo cual se
relacionaria a la atenuacion del incremento de los niveles de triglicéridos y
VLDL. (Ver figuras 21 y 22). Las observaciones histoldgicas en tejido cerebral,
hepatico y renal muestran ligeras alteraciones, parecidas a las ratas control.
(Anexo1)

Finalmente, es necesario resaltar la importancia de los estudios preclinicos de
validacion cientifica de los usos terapéuticos tradicionales de nuestras plantas
medicinales con el fin de que se redacte una farmacopea vegetal, orientada a
complementar las farmacoterapias establecidas en las guias clinicas. (OMS
2013). Esta tesis doctoral pretende aportar datos que orienten, por una lado,
al desarrollo de nuevos medicamentos, y por otro lado, reforzar el uso de
extractos orientados a mejorar los beneficios de los cambios de estilos de vida
relacionados a una alimentaciéon sana, resumidas en la sabia frase de
Hipocrates: “que tu alimento sea tu medicina y tu medicina tu alimento”
(Ajmane, 2014).
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CONCLUSIONES

1. El estudio fitoquimico ha identificado la presencia de compuestos fendlicos,
flavonoides (quercetina, rutina y quercetin 3-metil éter), taninos, triterpenos,
esteroides, leucoantocianidinas y catequinas.

2. Latoxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de Luma Chequen (Molina)
A. Gray ha evidenciado que la DLsy estaria sobre 2000 mg/Kg, estableciendo

segun el criterio de Williams como ligeramente toxico.

3. En la prueba de tolerancia a la glucemia y el test en ratas estreptozinadas ha
demostrado un efecto hipoglucémico al administrar el extracto etanélico de las
hojas de Luma Chequen (Molina) A. Gray, siendo mejor con la dosis de 400
mg/Kg.

4. Enlas condiciones experimentales la administracion del extracto etandlico de las
hojas de Luma Chequen (Molina) A. Gray en ratas hiperlipidémicas por
colesterol, se ha evidenciado un efecto hipolipemiante y antiaterogénico,
habiendo sido mejor a dosis de 400 mg/Kg.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios complementarios sobre la seguridad del uso a largo

plazo (toxicidad sub crénica).

2. Realizar estudios que contribuyan a entender el mecanismo de accion
relacionados a su aplicacion como nutracéutico en uso cronico
(Hemoglobina glicosilada, cuantificacion de insulina en sangre, estudios

histoldgicos sobre proteccion de células pancreéticas).

3. Iniciar estudios relacionados a formulaciones del extracto con aceite de
oliva) como suplementos de ensaladas o comidas, como preventivos de
enfermedades aprovechando su fragancia y actividad antioxidante.
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Evaluacion de cortes histoldégicos de aorta, rifién, higado y cerebro

relacionados al estudio hipolipemiante.

Blanco (aceite de | Control (Colesterol) | Colesterol mas
oliva) mas aceite de oliva | extracto
Aorta NR2: R2: N2:
intima gruesa Esclerosis incipiente | Discreto
con presencia de engrosamiento
macroéfagos y con presencia de
depdsitos de macréfagos
colesterol en la
media.
NR3: R3: N3:
Intima normal Esclerosis incipiente | Sin alteraciones
con presencia de
macroéfagos y
depdsitos de
colesterol en la
media.
Rinén NR2: R2: N2:
Glomérulo Glomérulo Alteraciones
congestivo, Congestivo, discretas,
disminucion de disminucion de esclerosis
espacio de espacio de Bowman | glomerular,
Bowman, edema empastamiento
capsular
NR3: R3: N3:
Discreta Congestivo, Congestion,
congestién, poco | disminucion de disminucién de
espacio de espacio de Bowman | espacio de
Bowman. Edema Bowman
de epitelio tubular
Higado NR2: R2: N2:
Alteracién de Discretamente Congestivo
estructura congestivo
hepatica, no hay
conductos
biliares, higado
graso
NR3: R3: N3:
Sin alteraciones Zona de apoptosis, Discretamente
microvascularizacion | congestivo
de cito plasma.
Cerebro | NR2: R2: N2:
Sin alteraciones Sin alteraciones Sin alteraciones
NR3: R3: N3:
Discretamente Discreto edema Sin alteraciones
congestivo cerebral
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Anexo 2.

Identificacion taxondémica de Luma Chequen (Molina) A. Gray.
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Universidad Nacional Mayor de San Marcos 8a

MUSEQO DE HISTORIA NATURAL
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CONSTANCIA N°040-USM-2007

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYCR DE SAN MARCOS,
DEJA CONSTANCIA QUE:
La muestra vegetal (Tallo, hojas § recibida del Sr. ERNESTO TORRES VELIZ
ha side estudiada y clasificada como: Luma chequen (Molina) A.Gray y tiene la
siguiente posicion taxonbmica, segin el Sistema de Clasificacion de Cronquist
{1988): '
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB-CLASE : ROSIDAE
ORDEN: MYRTALES
FAMILIA: MYRTACEAE
GENERO: Luma
ESPECIE: Luma chequen {Molina) A.Gray
Nombre vulgar: "Rayan”

Determinada por. Mg. Hamilton Beltran

Se extiende la presente constancia a solicitud del interesado, para los fines que
gstime conveniente.

Lima, G5 de Marzo 2007 .

Mg, Joaduina Alban Castillo
JEFA DEL RERBARIC SAN MARCOS{ISHY

As. Arenales 1256, Jestis Maria Telfs.: (511) 471-0117, 470-4471, e-mail:museohn@unmsm.edu.pd
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perii 470-7918, 619-7000 anexo 5703 http://museohn.unmsi.edu.pd

Fax: (511) 265-6819
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Efecto del extracto de Luma Chequen en la variacion de peso corporal

de las ratas hiperglucémicas por estreptozotocina.

Grupo Experimental Peso corporal (g) + DE
Inicial Final Variacion
(%)
Control 320.8+10.34  238.4 +7.31 -26.62
Extracto 400 mg/Kg 313.4+823 269.6+ 15.76 -13.98*
Glibenclamida 5 mg/Kg 312+7.69 223.4 £11.04 -28.4

*Posee diferencia con respecto al control Test de Dunnet (p<0,05

Fuente: Datos tomados de la investigacién

Porcentaje de disminucion de triglicéridos y VLDL inducido por el

extracto de Luma Chequen en ratas suplementadas con colesterol.

Porcentaje de Porcentaje de

disminucion de disminucion de

triglicéridos (%) VLDL (%)
Grupo extracto 400 mg/Kg 25,9 26.1
Grupo Extracto 400 mg/Kg 36.8 36.8

mas atorvastatina
Grupo atorvastatina 24.7 25.5
Fuente: Datos tomados de la investigacion




