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RESUMEN

Objetivo: evaluar, preliminarmente, la composicion quimica de diferentes
extractos obtenidos a partir de las hojas de Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I. M.
Johnst que crece en Ecuador, asi como la actividad antioxidante e hipoglucemiante
del extracto acuoso.

Métodos: el estudio fitoquimico de la droga cruda fue realizado mediante
Cromatografia gaseosa acoplada a Espectrometria de Masa y Resonancia Magnética
Nuclear Protdnica a diferentes extractos obtenidos por maceracién en hexano,
acetona y metanol. La evaluacién antioxidante del extracto acuoso incluyo
determinaciones del potencial de reduccion total, de glutatién reducido y
organoperoxidos totales. La actividad hipoglucemiante del extracto acuoso
liofilizado se estudid, en ratas, utilizando alloxano como agente inductor de la
hiperglucemia.

Resultados: se identificaron los principales metabolitos presentes en el material
vegetal, resaltando los acidos grasos (acido palmitico, acido linoleico, acido ?-
linoleico), triterpenos (3 ceto-?-amirina, ?-amirina, acetato de ?-amirina y acetato
de lupeol) y azucares (glicerol, xilitol, arabitol, glucitol). En cuanto a las
potencialidades de empleo de la planta: la actividad antioxidante para los grupos -
SH no proteicos del extracto acuoso de droga cruda a concentraciones de

0,12 mg/mL mostro valores significativos en relaciéon con los intervalos de

543
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2015;49(3):543-556

referencia en plasma humano. Sin embargo, el extracto acuoso liofilizado obtenido
a partir de la droga cruda, a la dosis de 500 mg/kg de peso corporal de la rata, no
demostrd poseer efecto hipoglucemiante.

Conclusiones: de manera preliminar se identificaron los principales metabolitos
presentes en la especie que crece en Ecuador y las posibilidades de empleo del
extracto acuoso como agente antioxidante, no asi como hipoglucemiante.

Palabras clave: chaya, Cnidoscolus aconitifolius. fitoquimica, antioxidante,
hipoglucemiante.

ABSTRACT

Objective: to evaluate, preliminary, chemical composition of different extracts
obtained from leaves of Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I. M. Johns, and antioxidant
and hypoglycemic activity of water extract.

Methods: phytochemical study to different extracts obtained by maceration in
hexane, acetone and methanol was conducted by Gas chromatography-mass
spectrometry and Proton Nuclear Magnetic Resonance. Antioxidant evaluation of
water extract included total reduction potential, reduced glutathione and
organoperoxides determinations. The hypoglycemic activity of lyophilized water
extract was studied in rats using alloxano as hyperglycemia-inducing agent.
Results: the main metabolites present in the plant were identified, fatty acids
(palmitic acid, linoleic acid, ?-linolenic acid), triterpenes (3 keto ?-amyrin, ?-
amyrin, ?-amyrin acetate and ?-lupeol acetate) and sugars (glycerol, xylitol,
arabitol, glucitol). For potential use of the plant: antioxidant activity for non-protein
-SH groups of the water extract of raw drug at concentrations of 0,12 mg/mL
showed significant values compared to the reference ranges in human plasma.
However, the lyophilized water extract obtaines from de raw drug (dose of

500 mg/kg body weight of rat) was shown to possess hypoglycemic effect.
Conclusions: were identified, preliminary, the mayor metabolites present in the
species growing in Ecuador and possible use of water extract as antioxidant agent
and not like hipoglucemian.

Keywords: chaya, Cnidoscolus aconitifolius, phytochemistry, antioxidant activity,
hypoglucemic activity.

INTRODUCCION

En Ecuador se estima que existen unas 500 especies de plantas medicinales
conocidas, de ellas 228 son registradas como las mas utilizadas y unas

125 identificadas como las mas comercializadas. Entre ellas se encuentra la especie
Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I. M. Johnst,* conocida comUnmente como chaya o
como el arbol espinaca. Es un arbusto robusto de hojas perennes, perteneciente a
la familia de las Euphorbiaceae, nativo de la Peninsula de Yucatan en México.
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Es muy popular en México y en Centroamérica pues sus hojas se utilizan como una
berza, que son cocinadas y preparadas como las espinacas. Esta planta se viene
utilizando desde hace muchos afios por la poblacion, en infusion, por su efecto
medicinal en el tratamiento de diversas enfermedades del cerebro, artritis,
diabetes, entre otras.?2.

Algunas de estas actividades terapéuticas se han demostrado cientificamente,
aunque aun existen controversias en la comunidad cientifica en cuanto a algunos de
estos efectos y su relacién con los principales metabolitos presentes en el material
vegetal.3 > Ademas, es importante considerar las posibles variaciones de
composicion quimica que pueden existir en dependencia del lugar donde crece la
especie.

Por esta razén, el proposito del presente trabajo fue evaluar, preliminarmente, la
composicion quimica de diferentes extractos obtenidos a partir de las hojas de
Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I. M. Johnst que crece en Ecuador, asi como la
actividad antioxidante e hipoglucemiante del extracto acuoso.

METODOS
MATERIAL VEGETAL

Se trabajé con hojas de plantas adultas florecidas de Cnidoscolus aconitifolius
(Mill.) I. M. Johnst. (Euphorbiaceae), recolectadas manualmente en las primeras
horas de la mafiana en una granja experimental del Colegio "9 de Octubre”, de la
ciudad de Machala, provincia de El Oro, Ecuador. Una muestra se tomé para la
identificacion botanica de la especie y fue herborizada en el Herbario de la Facultad
de Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil (GUAY), por la Dra. Carmita
Bonifaz. El material vegetal se sec6 en una estufa Memmert a 40 °C durante 48 h.

CROMATOGRAFIA GASEOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG-EM).
Preparacion de las muestras

Se pesaron tres porciones de 200+5 mg de la droga seca en balanza analitica
SHIMADZU Aux220 y se colocé cada una en erlenmeyers diferentes. La extracciéon
se realizd por maceracién con 2 mL del disolvente: hexano, acetona y metanol de
forma independiente (cada erlenmeyer con un disolvente), durante 15 minutos,
empleando agitacion continua en una zaranda (Retomed, mizard 2001) a 168 rpm.
Los extractos fueron filtrados a través de algodén desengrasado y llevados a
sequedad en un rotoevaporador Blichi (40 °C).

Una alicuota del extracto metandlico (1 mL) rico en clorofila se pas6 por una
columna de Silica gel RP-18 (100 mg) contenida en un cartucho plastico. Como fase
movil se empled metanol.

Para la derivatizacion de las muestras se pesé 1 mg de cada uno de los tres
extractos secos obtenidos anteriormente y se mezclé con 100 L de
N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA). Las mezclas resultantes se
sometieron a 60 °C durante 15 min y 1 yL de cada una se analizé por CG-EM.
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CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se empled un cromatografo de gases Agilent serie 6890N, equipado con un
detector selectivo de masas, serie 5 973N. La inyeccion de la muestra se realizé por
el modo de fraccionamiento con una relacion de 1:10, siendo la temperatura del
inyector 280 °C.

La separacion fue llevada a cabo en una columna HP-5 (17 m x 0,2 mm x 0,33 um).
Se trabajé con una temperatura inicial de 80 °C, subiendo 5 °C/min hasta 310 °C
donde se mantuvo durante 20 min. Como gas portador se utilizd helio a un flujo de
0,8 mL/min. El espectrometro de masas fue operado en un rango de 40 hasta

800 uma.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR PROTONICA (RMN!H)

El espectro de RMN'H se realizd en un equipo Bruker 250. Se empled
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y como disolvente dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-d6). Los datos de corrimiento quimico se expresaron en la escala
delta (0). La técnica se desarrolld segin la metodologia descrita en la literatura.®

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS DE HOJAS
DE CHAYA

Los ensayos se realizaron con el extracto acuoso al 10%, elaborado por decoccién
durante 10 min de la droga seca, para garantizar la eliminacion de los glucdsidos
cianogénicos y realizar un procedimiento similar al que emplea la poblaciéon
tradicionalmente. Las técnicas seleccionadas para la caracterizacidén antioxidante
fueron: potencial de reduccién total (FRAP), determinacién de grupos-SH no
proteicos y el aporte de los extractos en términos de perdxidos organicos
(determinacion de organoperdéxidos totales). Las determinaciones (n=5) fueron de
caracter espectrofotométrico, empleandose un espectrofotdmetro UV-Visible
(Ultrospec-Plus) y un lector de placas de 96 pocillos marca SUMA (Sistema
Ultramicroanalitico).

DETERMINACION DEL POTENCIAL DE REDUCCION TOTAL

El complejo Fe3*-2, 4, 6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) en presencia de agentes
reductores se reduce a Fe>*-TPTZ, que desarrolla un color azul intenso con un
maximo de absorbancia a 593 nm.” En la evaluacion se compararon los valores
obtenidos contra un patrén de Vitamina C (1,7 mg en cada determinacidn).

DETERMINACION DE GLUTATION REDUCIDO O GRUPOS -SH NO PROTEICOS

La muestra se precipitd con acido tricloroacético al 10 % m/v mas EDTA 103 My el
sobrenadante se hizo reaccionar con el reactivo de E/lman (acido 5,5 ditio-bis
(2-nitrobenzoico) 1072 M. Se utilizaron patrones de glutation (GSH) de
concentraciones conocidas (100-150 mg.L1).8

DETERMINACION DE ORGANOPEROXIDOS TOTALES

Se empleod el juego de reactivos Bioxytech H202-560 (Cat 21024) (Portland, USA)
leyendo en el espectrofotometro a 560 nm.

En la comparacién estadistica de los resultados se empled el test paramétrico
ANOVA vy la prueba de Duncan para el contraste multiple considerando un nivel de
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significaciéon a=0,05. El software utilizado fue el IBM-SPSS versién 21 (2012).
Previé se chequed el cumplimiento de los requisitos de Normalidad y
homocedasticidad de los datos mediante las pruebas de Shapiro Wills y Levene,
respectivamente.

ESTUDIO DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DEL LIOFILIZADO DE LAS HOJAS
DE CHAYA

El extracto acuoso fue liofilizado (alicuotas de 5 mL en frascos de vidrio de 20 mL de
capacidad) en un liofilizador EYELA FDU830, a temperatura de -50 °C y a vacio
absoluto. El liofilizado se sell6 y guardd a temperatura ambiente, protegido de la luz.

Se siguieron los procedimientos descritos por el CYTED® y Vogel y Vogel.'? Las
variables medidas fueron: induccion de hiperglucemia y determinacion del efecto
hipoglucemiante.

Se emplearon ratas Wistar (machos) procedente del Centro Nacional para la
Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB), con un peso entre 250 y
300 g. Los animales se mantuvieron en cuarentena y aclimatados (ciclo de
luz/oscuridad 12 x 12 horas, temperatura 22+1 °C y humedad 50+5 %) segun lo
establecido en el Centro de Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones
Bioldgicas (CEIEB), radicado en el Instituto de Farmacia y Alimentos (IFAL).

El acceso al agua y la comida fue ad libitum. Los animales fueron distribuidos
aleatoriamente en grupos de 5, de la siguiente forma:

- Grupo 1. Animales sin tratamiento.
- Grupo 2. Animales tratados con alloxano 150 mg/kg.

- Grupo 3. Animales tratados con extracto acuosos liofilizado de chaya (500 mg/kg)
+ alloxano 150 mg/kg.

Se confecciond la curva de calibracidon de la glucosa con las concentraciones
siguientes: 50, 125, 150 y 200 mg/dL empleando el reactivo gluco test, y leyendo
en un sistema ultramicroanalitico a 560 nm.

Inicialmente, se extrajo la sangre del plexo ocular de las ratas previamente
anestesiadas con tiopental sédico (40 mg/kg). La sangre se centrifugdé a 3 500 rpm
durante 20 minutos, recogiendo el sobrenadante para proceder a la lectura de
glucosa. Luego se les inyectd por via intraperitonial 1 mL de una solucién de
alloxano 150 mg/kg disuelto en buffer citrato pH 4,2, de manera que cada rata de
200 g recibié 9 mg de una sola vez. A las 48 horas se realizé una segunda
extraccién de sangre para verificar que las ratas eran hiperglucémicas

(mas de 200 mg/dL). El liofilizado de chaya (500 mg/kg) se administrd por via oral,
empleando una canula intragastrica,

A las 4 horas se realizaron extracciones de sangre del plexo ocular para determinar
el regreso o no a la normalidad de la glucosa en la sangre de los animales tratados
con alloxano y alloxano + chaya. Se hicieron tres lecturas del contenido de glucosa.

El ensayo tuvo una duracion de 8 dias (3 de prueba y 5 de aclimatacién).

Los animales fueron sacrificados en una camara saturada de éter, cumpliendo con
los procedimientos de refinamiento. Los principios éticos de Buenas Practicas de
Laboratorio fueron cumplidos para evitar el sufrimiento de los animales durante la
experimentacion.
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Los grupos fueron contrastados estadisticamente empleando un ANOVA de
clasificacién simple y la prueba Student Newman Keuls (a=0,05) empleando el

software estadistico IBM SPSS Statistics version 21 (2012).

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestra los compuestos identificados por CG-EM en los extractos

de hexano, acetona, metanol y metanol despigmentado.

Tabla 1 . Compuestos identificados por CG-EM en los diferentes extractos

TR*(min) |Compuesto

3,18 L-alanina

5,67 L-valina

6,81 Urea

7,55 L-prolina

7,66 Glicerol

8,29 Acido butanodioco

9,08 Acido-2,3 dihidroxi
propandico

9,58 1,2-butanodiol

9,91 L-serina

10,95 Acido 4-metoxi
fenilacético,

13,38 Acido butanodioco

13,45 5-oxoprolina

13,97 Butanal

15,13 L-fenilalanina

16,57 Galactitol

16,89 Xilitol

16,98 Arabitol

17,33 Acido azelaico (9:0)

17,64 2-pentadecanona

17,79 Acido miristico
(14:0)

17,81 Sorbopiranosa

17,86 D-fructosa

18,59 a-D-glucopiranosa

19,03 D-manitol

19,09 Glucitol

19,23 Inositol

19,29 B-D-
galactofurandsido

19,50 Scyllo-inositol

19,61 B-D-glucopiranosa

19,66 Galactopiranosa

19,71 Acido palmitico

20,40 Myo-inositol

evaluados

Hexano

X

Metanol

X

x

XXX X

X | X

XX | XX | X | X

XXX XXX | X

XXX | X | X

Metanol
despigmentado
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21,06 Acido linoleico X X
21,12 Acido a-linoleico X X X
21,39 Acido estedrico X X X
22,97 Acido araquidico X
(20:0)
24,17 1-palmitato de X
glicerina
24,20 Acido -2,3- dihidroxi X
palmitico
24,42 Acido behénico X
(22:0)
24,94 B-D-fructofuranosa X
25,78 Acido lignocérico X
(24:0)
27,40 Hentriacontano X
28,28 3-ceto-B-amirina X X
28,59 B-amirina X X
28,66 B-sitosterol X
29,08 Acetato de B- X X
amirina
29,36 Acetato de lupeol X X

*TR tiempo de retencion

La figura muestra el espectro RMN'H del extracto metandlico despigmentado, que
se caracteriz6 por presentar sefales intensas en la zona alifatica entre 3 y 3,5 ppm.

La tabla 2 resume los resultados de la determinacion del efecto antioxidante.

Tabla 2. Contribucian al estado Redox celular de un extracto de chava v su relacién con
los intervalos de referencia de cada parametro, en plasma humano (media/Ds)

Parametros chaya Intervalo de referencia en
(n=5) humanos™
Potencial de Reduccian {pM) 81,6 /43,6 a 1017/ 206 b

(0,5 ma/mL) *
Organoperdxidos Totales (pM) 248/6,8a 103/17 b

(0,8 ma/mL) *
Peroxidacion Lipidica (MDA) (pM) 12,5/ 2,4a 1,74/ 0,27 b

(0,8 mag/mL) *
Grupos -5H no Proteicos (mas/L) 6570/ 198 a 966 f 137b

(0,12 mg/mL) *

* Concentracidn del extracto de chava, en cada ensavo
Letras diferentes significan diferencias significativas p=0.05.
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Fig. Espectro de RMNIH del extracto metandlico despigmentado de

Los resultados de la evaluacién del efecto hipoglucemiante se muestra en la tabla 3.

Tahla 3. Contenido de glucosa de los grupos sometidos a estudio del efecto hipoglucemiante del liofilizado

Grupo
(n=5)

Sin tratamiento
Alloxano

chava v Alloxano

de la chaya (ma/dL)

Contenido de glucosa (ma/dL) a los diferentes tiempos de

extraccian (h) (media/D3)

0 43 52

110/ 5,27 a 135,0/ 5,27 b 135,0/5,27 b
110/ 11,6 a 205,5/ 4,60 ¢ 196,2 / 12,99 ¢
101/11,8 a 212,89/ 12,76 c 194,4 / 5,05 c

Letras diferentes significan diferencias significativas p=0.05
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DISCUSION

ESTUDIO FITOQUIMICO DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS OBTENIDOS A PARTIR
DE LA HOJA DE LAS HOJAS DE C. ACONITIFOLIUS

El andlisis se realizé con cuatro extractos: extractos obtenidos con hexano,
acetona, metanol y un extracto despigmentado obtenido a partir del extracto
metandlico.

Las cuatro muestras se trataron con MSTFA, formando los trimetilsilil derivados
(TMS), para favorecer la volatilidad de las moléculas. En este sentido los
compuestos con grupos OH, presentaran un ién molecular (M+*) con 72 unidades de
masas por encima de su masa molecular. Igual sucedera con los fragmentos
hidroxisustituidos, generados tras el impacto electrénico.

En el extracto de hexano la mayor complejidad cromatografica se aprecid entre

27 y 30 min. Los compuestos detectados por debajo de los 26 min fueron identificados
por comparacion con la base de datos NIST 98 y por el analisis de sus espectros de
masas. La composicidon quimica se relaciona en la tabla 1, donde se observa la variada
composicion de acidos grasos que posee la planta. La literatura cientifica refiere que la
especie C. aconitifilius presenta en su composicion lipidica acidos grasos tales como:
acido palmitico, estearico, oleico, linoleico, entre otros, en valores que oscilan entre
0,2y 2,0 %.°> Entre 26 y 30 min se identificaron algunos triterpenos. Dentro de los
triterpenos, los de mayor abundancia en la naturaleza suelen ser los derivados del
nucleo del oleanano (B-amirina). Este metabolito pudo ser identificado a partir del
extracto de hexano. En el espectro de masas se aprecié el ion molecular derivatizado
del compuesto en m/z 498 ([M + 72]%) El pico base del espectro de masas se aprecio
en m/z 218, el cual se forma tras una reaccion de tipo retro Diels—Alder. También se
observan otros fragmentos caracteristicos del compuesto tales como: m/z 279, 205,
203, 189y 133.

Para el acetato de B—amirina, el ion molecular del espectro de masas se aprecié en
m/z 468 ([M]*) v el pico base del espectro también se aprecié en m/z 218.

La presencia del grupo acetilo en posicion 3 justificod la diferencia de 30 uma entre
el derivado TMS de la f—amirina y este derivado acetilado. Adicionalmente, se
aprecio el fragmento en m/z 43 correspondiente al ion CH3sCO*, el cual confirma la
presencia del acetilo. El resto de los fragmentos antes referidos para la f—amirina
se mantienen invariables, a excepcion del ion m/z 279 el cual indica la sustitucion
sobre el anillo A.

El compuesto de mayor abundancia relativa del cromatograma fue el acetato de
lupeol. Este metabolito, al igual que el acetato de B—amirina, mostré su ion
molecular en m/z 468 y el ion fragmento en m/z 43. Otros fragmentos
caracteristicos del acetato de lupeol fueron: m/z 453 (M *-15) de baja intensidad,
lo cual es propio de la serie de lupanos insaturados y m/z 189. También se observo
el ion fragmento en m/z 249, indicativo de la presencia del grupo acetato en la
posicion 3 y el ion fragmento en m/z 206, originado por la pérdida del grupo
acetato a partir de m/z 249.

Otros compuestos identificados fueron el B-sitosterol (pico 19) y un alcano
(hentriacontano) de férmula quimica Cz1H s4 (pico 13)

El extracto obtenido con acetona mostré mayor complejidad cromatografica que el
extracto de hexano. Los picos 13 y 32, correspondientes al acido palmitico y al
acetato de lupeol, resultaron ser los de mayor abundancia relativa. Ademas de
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estos metabolitos, la base de datos permitio la identificaciéon de los compuestos que
se relacionan en la tabla 1.

Como se puede apreciar, varios de los compuestos ya se habian detectado en el
extracto de hexano. Particularmente, los triterpenos 3-ceto —-S—-amirina, S—amirina,
acetato de B-amirina y acetato de lupeol son metabolitos que pueden ser extraidos
en ambos disolventes. Debe sefialarse que en este estudio se prepararon extractos
con cada uno de los disolventes de manera individual. Sin embargo, si se hubiera
sometido la droga a un gradiente de extraccién, de menor a mayor polaridad,
comenzando con hexano y continuando con acetona, tal vez la mayor proporcion de
dichos triterpenos se hubiese concentrado en el extracto de hexano.

El analisis por CG-EM correspondiente al extracto de metanol permitid identificar la
presencia de polioles como compuestos mayoritarios, acidos organicos y
aminoacidos.

La literatura refiere para la especie C. aconitifolius altos niveles de aminoacidos
esenciales, algunos de los cuales, como la valina, fenilalanina y alanina, fueron
identificados en esta muestra.>

También se identificaron tres de los triterpenos (B-amirina, acetato de f-amirina,
acetato de lupeol) presentes en los extractos de hexano y acetona. Estos productos
eluyeron muy cerca de los 30 minutos y las abundancias relativas fueron,
apreciablemente pequefas. Este comportamiento es légico teniendo en cuenta que
los triterpenos son compuestos de caracteristicas basicamente apolares, por lo que
presentan una mayor afinidad en los disolventes antes utilizados.

Posteriormente, se decidié pasar el extracto metandlico por una columna de silica
RP-18, con el objetivo de eliminar las clorofilas presentes y favorecer el analisis por
CG-EM, asi como para centrar la atenciéon en los compuestos mas polares de dicho
extracto. Este procedimiento es rapido, sencillo y se ha informado previamente en
la literatura.® La columna se eluy6 con metanol y se hizo pasar disolvente hasta que
la primera mancha verde de clorofilas se acercé a la base de la columna. De esta
forma, todos los compuestos polares fueron extraidos de la columna y separados de
las clorofilas.

En este cromatograma disminuye el nimero de pico eluidos, con relacién a igual extracto
sin despigmentar, lo que sugiere la absorcion de gran cantidad de compuestos en la
columna RP-18, sobre todo los que eluyen por encima de los

17 minutos en el extracto metandlico original y que se corresponden con los compuestos
mas apolares del extracto que tienen afinidad por el soporte apolar de la columna
empleada. Ej: acidos grasos, triterpenos, clorofilas, carotenos, entre otros.

En todos los extractos analizados por CG-EM quedaron picos cromatograficos sin
identificar al realizar la comparacion con la base de datos empleada. El analisis de
los espectros de masas correspondientes tampoco permitid la identificacién de
dichos compuestos. La informacion estructural que brinda esta técnica es de gran
utilidad, pues con la ayuda de bases de datos se puede determinar cualitativamente
la composicién quimica de un extracto total. Para identificar los compuestos
pendientes se deben realizar procedimientos de aislamiento y caracterizacion
espectroscopica que no se incluyeron en el objetivo de este trabajo.

Atendiendo a lo que informa la literatura, debidé esperarse la presencia de
flavonoides, fundamentalmente quercetina y kaemferol en forma glicosilada. >
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Estos metabolitosse han detectado y reportado tanto en hojas frescas como
sometidas al proceso de coccién. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
que estos flavonoides parecen no estar presentes en la droga cruda. Es necesario
destacar que el analisis por CG-EM no es la técnica de eleccion para detectar la
presencia de los supuestos glicdsidos de flavonoides, ya que las altas temperaturas
empleadas favorecen la degradacion de estos compuestos.

Con el objetivo de sugerir la ausencia de esta clase de metabolitos, se realizé el
experimento de RMN!H al extracto de metanol despigmentado. Como se puede
apreciar en la figura, las sefiales fundamentales del espectro RMN'H se
corresponden con protones alifaticos desblindados, caracteristicos de grupos CH y
CH2 unidos a elementos desblindantes como el atomo de oxigeno. Este resultado
complementa el analisis realizado por CG-EM, ya que los azlcares y polioles
identificados por este procedimiento justifican las sefiales mas intensas apreciadas
en el espectro RMN'H. En la zona donde deben resonar los protones aromaticos
(entre 6-9 ppm), las sefiales mostraron muy baja intensidad. Con este ultimo
experimento se puede concluir que el extracto metandlico despigmentado presenta
una composicion mayoritaria en compuestos alifaticos como azucares y polioles.
La presencia de flavonoides no puede ser descartada, ya que la técnica de RMN es
muy poco sensible, pero si se puede concluir que los supuestos flavonoides no son
compuestos mayoritarios en la fraccion mas polar del extracto metandlico.

La adsorcidn irreversible de dichos flavonoides a la columna de RP-18 fue
descartada, ya que la misma fue lavada con abundante metanol. Es importante
sefialar que tanto las clorofilas como otros compuestos apolares, que podian
empanfar la calidad del espectro RMN'H, fueron eliminados. De esta forma se
favorecio la posible deteccion de los compuestos mas polares, ya que los
compuestos mas apolares no limitan la solubilidad del extracto en DMSO,
garantizando que se disuelva la mayor cantidad de compuestos polares en el
volumen limitado de disolvente que se emplea para realizar el espectro de RMN'H.
Tampoco quedo residuo de la muestra cuando el extracto fue disuelto en 0,5 mL de
DMSO. Por otra parte, el DMSO es un disolvente de eleccién para el analisis de
flavonoides por la alta solubilidad de estos metabolitos en el mismo y en especial
para los flavonoides informados con anterioridad para esta especie.

Ante esta situacion se precisa un estudio farmacoergastico que investigue la
dinamica de acumulacién de tales compuestos, pues, evidentemente, la droga
vegetal actualmente analizada no parece contener cantidades apreciables de dichos
glicésidos fendlicos. Factores como el clima, la naturaleza del suelo, la edad de la
planta, podrian incidir en las variaciones de la composiciéon quimica de la planta y
como consecuencia afectar la capacidad antioxidante e hipoglucimante que para la
planta se refiere.*®

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL, DE CARACTER REDUCTOR (FE3*- FE2+)
Y APORTE DE GRUPOS SULFIDRILOS NO PROTEICOS

El andlisis estadistico del potencial de reduccidon de hierro férrico se realiz6é entre el
extracto acuoso de chaya y el valor de referencia para la vitamina C (404+22,1)
encontrandose diferencias altamente significativas entre ambos tratamientos in
vitro, siendo la vitamina C, la que manifesté un mayor potencial de reduccion.

Los valores obtenidos para el extracto de chaya (81,6 uM), no se consideraron
significativos en cuanto al poder reductor por lo que se puede plantear que en este
modelo, la chaya no evidencié potencialidades como antioxidante.

De los resultados en cuanto al aporte de grupos —-SH no proteicos del extracto, se
pudo apreciar el significativo aporte que realiza el mismo en cuanto a estos grupos
se refiere. El valor obtenido de 6 570 mg/L es sustancialmente superior con
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respecto a lo que se reporta como rango establecido para este parametro en
plasma de individuos aparentemente sanos (966 mg/L). Estos datos concuerdan
con lo reportado por Kuty y Konuru.®

El resultado obtenido para este parametro evidencia la presencia en el extracto de
compuestos con grupos -SH no proteicos como por ejemplo el GSH, que garantizan
efectos antioxidantes importantes contra la oxidacion de proteinas y lipidos que
constituyen en muchas ocasiones causas de desbalance redox y de dafios organicos
irreversibles.!!

Los altos niveles de organoperoxidos en los extractos vegetales, puede ser un
elemento a tener en cuenta a la hora de limitar sus usos clinicos, teniendo en
cuenta los efectos lesivos que pueden provocar los mismos sobre la integridad
celular, sobre todo el H202, el cual constituye una especie reactiva de oxigeno
(ERO) muy agresiva.

Como puede observarse el aporte del extracto en cuanto a organoperoxidos totales
es muy bajo (24,8 uM), resultado satisfactorio si se tiene en cuenta lo referido
anteriormente. Al realizar una comparacién con el intervalo de referencia en plasma
de sujetos aparentemente sanos, se observa que hay diferencias altamente
significativas, y el aporte de la chaya mucho menor. El andlisis estadistico se
realizd, para cada parametro, entre el extracto de chaya y el rango de referencia en
plasma humano.

Como se pudo apreciar (tabla 2), con excepcidn de la peroxidacién lipidica y los
grupos tioles, el aporte de la chaya a cada marcador estudiado estuvo por debajo
de los intervalos de referencia. Los lipidos peroxidados se encontraron en niveles
superiores a los referidos en el plasma de humanos; sin embargo, llama la atencién
el aporte sobresaliente de los grupos —SH no proteicos antioxidantes, los cuales
fueron significativamente superiores a los establecidos como rango de normalidad
en humanos, realizando una contribucidén importante en este parametro.

ESTUDIO DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DEL LIOFILIZADO DE HOJAS DE CHAYA

Las medias de los tratamientos se contrastaron estadisticamente obteniendo que
los animales que no recibieron el tratamiento se mantuvieron con una glucemia
baja, (valores normales entre 75 y 135 mg/dL) (tabla 3). Los animales a los que se
les administré el alloxano para tornarlos hiperglucémicos a las 48 horas mostraron
una elevacion de mas de 200 mg/dL de glucosa en sangre.

Por otra parte, a las 52 horas de comenzado el experimento aquellos que recibieron
alloxano y alloxano mas el extracto liofilizado mantienen elevada su glucemia por
encima de los valores normales no observando diferencia estadistica entre estos
dos ultimos a diferencia del grupo control que no recibe tratamiento alguno.

Por consiguiente, el liofilizado de chaya a la dosis de 500 mg/kg de peso corporal
de la rata, no demostré poseer efecto hipoglucemiante cuando se emplea el
alloxano como agente inductor de la hiperglucemia, lo que estd en concordancia
con los resultados de un estudio publicado en el 2004, '? en condiciones similares,
con la diferencia que para inducir la hiperglucemia en las ratas Wistar se utilizo
estreptozotocina (STZ) y se les administro a las ratas diabéticas infusidon de chaya
(C. chamayansa) al 2 %. Estos resultados no se corresponden con lo reportado por
otros autores*!3 donde los extractos acuosos y metandlicos de C. chamayansa
disminuyeron considerablemente los niveles de glucosa en conejos en condiciones
de hiperglucemia. Obsérvese que en estos estudios se refiere como chaya a otra
especie del mismo género.
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El efecto hipoglucemiante se atribuye a la presencia de metabolitos secundarios, en
especial a los compuestos fendlicos que no se detectaron en la planta objeto de
investigacion.3

La formacion de los metabolitos secundarios esta determinada por diferentes
factores, condiciones de cultivo (tipo de suelo, condiciones ambientales), época de
recoleccion, edad de la planta entre otros, lo que puede explicar la variacién de los
resultados de los estudios referidos. Resulta importante sefialar que con el mismo
nombre comun se conocen especies diferentes en El Ecuador.

La cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) y la
resonancia magnética nuclear (RMN'H) contribuyeron a la identificacion, de manera
preliminar, de los principales metabolitos presentes en las hojas de C. aconitifolius
que crece en Ecuador y las potencialidades de empleo de la planta debido a la
actividad antioxidante para los grupos —SH no proteicos del extracto acuoso de la
droga seca. Sin embargo, el liofilizado de este extracto a la dosis de 500 mg/kg de
peso corporal no mostré poseer efecto hipoglucemiante cuando se emplea el
alloxano como agente inductor de la hiperglucemia.
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